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RESUMEN

) se’ trabajs a baitir de muéstras de bazo de rata
',(’Ratéus norvelgicus); fijaaas én>g1utara1dehido al 2.5% y
‘contrastadas con dcido 'fo;fotdhgsﬁico (PTa) para poner de‘
manifiesto la cromatina, inclﬁidas después en resina epéxica y
obténiendose cortes éeriadds de vios bloques. A partir de estos
cortes se obtuvieron 1as,‘imégenes en negativo de 14
linfocitos,. las cualéé}fuéion digitalizadas usando una tarjeta
digitalizadora MVP 1024;(Méﬁrox) y el sistema Imagenia 5000 de
‘Bigcom‘ ccn‘“ruﬁihgsn;éséécificas para este trabajo. Con las
i*imégénes didif;iéswsé elabord una representacién numérica de
las distxibﬁciohes de la cromatina compacta mediante elementos
aéfvoiﬁéénk(voxeles), sobre los cuales se realizaron procesos
kde:ﬂéfféﬁetria en tres dimensiones. Las distribuciones fueron
.uvisuéliéadas y cuantificadas utilizando el sistema de
ﬁéﬁonstruccién y Andlisis Tridimensional desarrollado en el
CIUNAM, cuyo empleo demostré gue las técnicas de Procesamiento

' Diqital de Imdgenes pueden ser una herramienta poderosa para

el estudio de la arguitectura de los niucleos celulares.

Los métodos utilizados permitieron obtener informacidn
invariante a rotaciones, desplazamientos y parcialmente
invariante a deformaciones de los nucleos, obteniendo 1los
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. siguientes

v avde 1os casos’ (92%), él'tdtaifdé éfumos
. el-total de grumos en contacto con la envoltura
! _a muy 51m11ar. E1~factor de forma de la cromatina
compacta total (0 8 0. 01) demuéstra un alto grado de .

conservaclén en 1a dlstrlbu01on de 1a misma.

Se elaboraron mapas’ de la superficie nuclear en los

que se observé .que:la disposicién de los.poros nucleares esta

'preferencialmente hacialos rdes 'de ‘las ‘dreas de cada grumo

y sobre el drea de £o ‘con la membrana nuclear de los

cuerpos de gran tamario, prlncipalmente_en los gue contienen al

organizador nucleélarv(”dR)y"

En conclusiéh, ei ‘trabajo demostrd que los métodos
empleados (uso de sistema de computo y técnicas de
procesamiento digital de imdgenes) ayudaron a realizar
estudios sobre la reconstruccidén tridimensional de 1la
cromatina mucho mds rdpidos 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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INTRODUCCION

II.1 EL ESTUDIO

los;estudlos realxzados por Dbarwin, hoy

-J.nmensa varledad de formas que produjo -la evoluc1on.’ Hay R

bacterlas, protozoarlos, hongos, vegetales Yy

No obstante, ahora se sabe que el estudl
abordarse desde un punto ‘de ,v1s _: el. cual
pertenece al campo de la blologia cel lar :mbiecular (en De

Robertis y De Robertis , 1986)

El conocimiento queaﬁdfé tenemos acerca de los seres
vivos, sobre todo a nl'i;el celular, sié”debe a una serie de
aportaciones y descubrimientos en el ambito de las técnicas de
estudio, las gqgue se refinan dia con dia produciendo
informacién cada wvez mejor de la organizacién celular. Por
ello, los limites de nuestro conocimiento no estdn dados

completamente por la complejidad del sistema que es analizado,
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el microscopio ‘compuesto, se. empezd

‘ées¢ohéc£éb"mundo> de la vida
.yiqquéépica;:7L§“pﬁpacidéd éél;bj§7hﬁmand.para diferenciar
‘dos.' puntos ‘ adyééentes- (poder. de ' resolucidn) es de
aproximadamente 0.lmm (100 um), a diferencia del microscopio
compuesto que alcanza una resolucidén de 0.2 um. Fué en el afio
de 1655 y gracias al uso de éste aparato que un fisico y
matemdatico britdnico de nombre Robert Hooke, forjé el concepto
de célula (del griego kitos,célula y del latin cella espacio
vacio), mientras realizaba observaciones sobre las pequefias
cavidades en gue estaba regularmente dividido el corcho (en De

Robertis Yy De'Robertis, 1986; Crongquist, 1986).

_-Para 1674 Leeuwenhoek informaba sobre su
descubrimiento de  1los pyotozoarios y nueve ahos mds tarde

seria el-primero en observar bacterias.




‘muchos

otros ~

,(en Alberts et al;,'i9§3, De Robertls y De Robertis, 1986;

Cronqu f19$6f.kk"

msiﬁ‘ émbargo, la mayoria de “las ¢ células presentaba

dlflcultades adiclonales para 0 est dlo, ya qu

; u contenido

i olorantes utlllzadosr

51glo XIX cuando se observé  que alguno

'1“para tenir telas, también: surtian efectoyen;tejldos biolog cos

Yy que muy comunmente mostraban preferencla por determlnadosj

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

Resuelto el problema de la transparencia de ;aé!
‘7estructuras celulares,.surgié.ia duda de si los métodos de
~f13ac16n y colorac16n no creaban artefactos inexistentes en la
célula:;}gtgcﬁggrinuqhas ~técnicas fueron cuestionadas, sobre
todo é raiz‘dé las investigaciones hechas por Fisher y Hardy,
.gue en 1899 demosﬁraron que, por medio de la accidn de ciertos
fijadores sobre coloides artificiales, se podian obtener
algunas de las estructuras normalmente vistas en células
fijadas o tehidas. Por eso fué que se inicidé la busqueda de

5




1nmersién de 1as muestras en dcidos o disolventes orgdnicos,
cqmo,el ‘metanol, mientras gue los métodos actuales utilizan
aldehidos tales como formaldehido y glutaraldehido, los cuales
-forman enlaces covalentes con los grupos amino terminales de
las proteinas y por lo tanto, unen moléculas adyacentes
(en Alberts et al., 1983). Debido a que muchos de los
especimenes bioldgicos son demasiado gruesos para observarse
directamente al microscopio, estos deben ser seccionados con
anterioridad. Esto involucra también la resistencia mecdnica
de la muestra, gue muchas veces es muy débil, por lo gue antes
de ser seccionada se somete a un proceso de inclusién, en el
que se utilizan por lo general ceras liquidas (como parafina)
o resinas pldsticas, que penetran y rodean toda la muestra.
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s componentes, estaba

a “ecuacidn de Abbé) (en

‘en- ‘1926 Bush,
7;3 haturaiezé

electrénico, ‘experimenta

cios para haces

. electrénlcos.vMas adelante, én‘1932, 'l’s’eﬁo dé diseﬁar un

lecroscoplo electrénico fue alcanzado por'Knoll 'y Ruska, que

‘{utlll#aron lentes electromagnetlcos para cumpllr su cometido.
 En,1934, Ruska mejora su disefio agregando un lente condensador
y. obteniendo por vez primera un mayor poder de resolucidén gue.
Vélrimicroscopio de luz (en Bozzola y Russell, 1992). Los
microscopios electrdénicos fueron perfecciondndose mds aun
hasta 1llegar a 1los mnodelos comerciales de hoy en dia,
alcanzando un poder de resolucidén de aproximadamente 1 nm
(en Alberts et al., 1983), y teniendo una serie de aditamentos
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efgs,mmfhasta un sistema

. del. . microscopio

eleq;rénicqf
ejemplares biologi

aumentando. Asfi;

usan medios ‘de inclusi 0 resinas epdxicas, contrastantes

como el tetradxido de osm (gqﬁpuéstos de alto peso molecular

que dispersan los véleétpéhe”_;;,ulﬁramicrotomos para generar
cortes ultrafinos de enﬁfé‘§0‘y 100 nm de espesor (Peachey,
1958), etc., -que juﬁtﬁficdnf'ldé"aVances en las técnicas
citoquimicas han proporéiona@élﬁﬁainueva~visién de la célula,

~'permitiéndonos = indagar ——en:"lafj,ultraestructura de sus

el funcionamiento de esta

‘componentes y comprender mejo

maguinaria tan impresionante. ‘que  representa a la vida.



© II.2 EL NUCLEO CELULAR INTERFASICO

‘Como - se . menc los avances

g sup ores, ,‘ como

o smempre un

tema de:,dlscusién entre los hombres de: c1encla., Desde los
tiempos de Arlstdteles, solia leJ.dJ'.V e es-'en tan solo dos‘
"relnos, el anlmal y el vegetal. Desde, medlados del slglo XIX

muchos cientificos dedicados. . a la 51stemét1ca observaron que’

habia otros organismos que dif rian .”de plantas y los

animales (actualmente la clasxflca idn-e

elnos ‘propuesta -

por  Whittaker en 1959 es™ 1a

Schwartz, 1985).

En 1937, el Vbiéllog‘q marino francés Edouard Chatton,
publicé un articulo sugiriendd el término procaridntico (del
griego pro, antes; Yy karibn, nicleo) para describir a las

9




: grlego eu,'verdadero)”para

de.ilas :priﬁcipéles

caracteristica se
celulares llamadas

en t;gﬁpo Yy espacio de

ula.  De entre estos
do déigran interés para los

ntimamente relacionada con

1§$ ..células,  de material

denominé nﬁcleo (en Asimov,'

»han“"demostrado que ‘el "ndcleo
"celular tlene como una_ de sus p;lp;lpales funciones, el
'separar los procesos de duplicacién. y ttanécripcién del ADN
(adido desoxiribonucleico), de. la traduccidén del ARNm (dcido
fibonucleico mensajero), -la cual se realiza en el citoplasma.
Esta separacion de eventos permite a las células nucleadas

10




 1d$v x L permiten 131 paso selectivo de
“sdétéﬁci%sfa tfé?es de?éll@égiLéétporos estdn formados por un
'caﬁplejé proteico ae forma odﬁagonal que es rodeado por
- estructuras circulares llamadas anillos (Green, 1982). E1l
'”diémetro de estos poros es de aproximadamente 80 nm, pero al
parecer el didmetro funcional es de tan solo 9 nm (Newport y
Forbes, 1986; Avers, 1987). La superficie gue ocupan los poros
en mamiferos es de aproximadamente el 10% del 4&drea total,
mientras gque en células vegetales y protozoarios llegan a

ocupar hasta el 36% (en De Robertis y De Robertis, 1986). Al

11




por lo. que contiene a -la cromatlna laxa L0 eucromatlna Y

algunos componentes rlbonucleoprotelcos;:contlene también agua

y--diversas moléculas solubles.

' CkOMATINA COMPACTA O HETEROCROMATINA. Es el ADN en un estado
de compactacién caracteristico de los cromosomas en interfase.
Se dispone en su mayoria en contacto.con.la membrana nuclear

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

NUCLEOLO. En €1 se empaque_té_ ej;v ARNr (ARN ribosémico) recién’
‘sintetizado junto con proteinas ribosdémicas para formar los
ribosomas. El nucleolo contiene porciones de ADN que codifican
para ARNr y a estos bucles de ADN se les llama organizador

12



'(Fakan y Puv1on, 1980), b) 10 :

mlden entre 400 .y 459 vgiétrlo “de

aproximadamente 250 A de 1969) .

de

Al parecer estas particu ",A,RN“‘ 'lmraduro,:

estos grdnulos:; c)

d) cuerpos espiralados, son elementos 1nte{rcrjoma ir
a 600 & de grosor, los cuales se desconoc

(Monneron y Bernhard, 1969).

13



II.3 LA CROMATINA
Alrededor del'"‘w' biélégo alemdn Walter

- Flemming reallzaba estudlos con celulas"lvas de la epldermls';g

de salamandra y obser () fo”m c1ones que sufre el

ular, determlnando as I laf

nﬁcléo' duranté.”ia

sucesién de los pasos de Al mismo tiempo ratlflcoff}

sus observaclones d con preparaciones fijas,‘

pudiendo 1dent1flc punto las estructura

observadas eran ‘resul écnlca utlllzada (Nason,iit

1985). Graclas tlga01ones observo ‘que el nucleo

presentaba ‘un.’ componen e ;que 1nte de ilos, entoncesJ, f

denominados colorantes nucleares

(Asimov, 1985) En 1888, Whil”em

en .De: Robertls y De Robert

Avers, 1937,

“Bn' 1924 ;.

método - “para .

e pudo 1r conoclendo mds sobre

Lde tal manera . gue

actualmente se deslgnn con. el termlno cromatlna al material
Feulgen p051t1vo que es p051ble observar durante la interfase

(en De Robertis Y. De Robertls, 1986)

En 1928, 1las  investigaciones de Heité lo llevan ‘a
distinguir dos tipos de cromatina, ambos de reacclon p051t1va

14



Qisibles en -la

“en presencia -
a’mayor parte.

~dé cromatina

83){ Estos resultados contras

lo

c1ertas células como los tlmocltos

vertebrados inferiores y espermatpzpo contienen entre 90 vy

100% de cromatina compacta (Ris, 1969)

Brown en 1966 distingué éentro de ~lé “cromatina
compacta o heterocromatina = dos . formas ’ distintas: " La-
heterocromatina facultativa y la heterocromatina constitutiva.
La primera, forma una zona compacta en uno de los miembros de
un par cromosémico (corpusculo de Barr en hembras de
mamiferos). La segunda corresponde a la que se localiza en la
region de los centrdmeros Yy teldmeros o formando zonas
definidas en ambos miembros del par cromosdémico, en todas las

15



odos: los individuos de una misma::

ateriall, (ADN, “proteinas

diferénﬁes estados

fibras de ADN. Asi suele

estos cromosomas - se

dejan  de 7 ser

'graclas a: los rabajos_de Avery, Mc Lead y Mc

Cérty;‘se descubre que el mate ljgenetlco corresponde en

;péro no fué aceptado

7 feaiidad ‘a . los 4cidos nucléicqs

totélﬁente hasta gque ‘en 195 Alfré&‘Hershey y Martha Chase

) utllizaron 1sétopos radlactlvos para marcar las proteinas y el

‘ADN del fago T cuand

1987).

James Watson y Francis Crick proponen en 1953 un
modelo molecular del ADN, ' articulando un gran niumero de
conocimientos acumulados previamente, permitiendo asi estudiar
los mecanismos genéticos a nivel molecular.

16



“wLa:.:..microscopla:

‘intensivament

tos: grados de empaquetamiento:

»blégémiéﬂtbfdé 1a dohle hélice.‘Esta unidad repetitiva de la
cromatina Se obsexrva = al ° microscopio electrénico - como
particulas esféricas de 10 - nm que:  en conjunto dan 1la
éﬁafiencia 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 didmetro
por 5.7 nm de altura y se encuentran unidos entre si por un
filamento de ADN. Cada nucleosoma posee un niacleo (‘core’) y
un espaciador (’linker’). El nudcleo tiene una 1longitud de
aproximadamente 140 pb (pares de bases), mientras gue el
espaciador es de longitud variable, pero en promedio tiene 60

17
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conjunto

] dedbada;;uno-de
: El ADN se

dos vueltas

éohdén53016n del

menor de laﬁ exis

Robertls ' y, De

- 'degradacidn utilizada

1 mxcroscoplov

nucleosomas se-méntiénén.ﬁhidb, ;seuobservan
electrdénico como fibras de 30 nm de grosor. Esta estructura es
estabilizada por interacciones - entre moleculas* H1 en
nucleosomas adyacentes (Avers, 1987). Se  han propuesto
diferentes modelos para describir esta estructura. El modelo
solenoidal es uno de ellos Y esﬁé compuesto por
superestructuras helicoidales en donde las moléculas de Hl
estdn en el orificio central de.laaestructura.'otro nmodelo
propone la disposicién hexagonal de los nucleosomas, donde se

reguiere una molécula de Hl por cada vuelta (en Alberts et

al., 1983).

c) Dominios on' 1 s‘fiﬁrasfdeb3ox




"j(ew‘ Alberts et al., 1983

'muchos de estos dom

:bucle muy plegados que proceden de un eje éentral “f

el bandeado de los cromosomas representa dlversas maneras de
empaguetamiento regional del -ADN medlante dlversas formas de
plegado de los bucles (en Alberts et~a1., 1983, en De' Robertis

y De Robertis, 1986).

Los estudios que sobre la estructura de‘la cromatlna

se han logrado, nos lleva a intuir=-la=g mportan01a que

representa la forma especifica de aso iaglép ‘entre ADN,
histonas y proteinas no histonas;,ya:Quévqsﬁd"puéde ser uno de
los factores principales en  1la reQﬁlécién' de la actividad
transcripcional y de duplicacion éhfun;ﬁipo celular especifico
(Fasman y Cowman 1978, Ris, 1969). »

19



VjifEﬁgio‘gue respécta al arreglo’ que ‘adopta la cromatina

ionar que la cromatina
compacta se‘‘encuentra por comin:en la .zona adyacente a la
membrana nuclea o 'los nucleolos (en

Alberts et al., rtis y De Robertis, 1986).

20



LA CROMATINA EN

los ‘cromosomas - en

e (Behnét 1984).

tologos cla51cos como

Nemec, Overton,

,Muller, Lawrence Ly Watkln" tﬁdiosren_corteskde

 celulas notlflcando Lqué se

aiitéhdenqié'_de llbs

cromosomas homélogos a

Feldman, 1980)

?No'~6bs£éht
dlsp051c16n ordenada

manlfestada desde el sigw

propone un mode;o pa;a"su. arreglo en el quebfestos ﬁée
-encuentran polarizados; con los centromeros ‘en - uno Ae los
polos y los teldmeros dispuestos meridionalmente hacia el polo
~opuesto,con 1los cromosomas homélogos 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

21




Bourgeois

3estudiqs5

‘compresién o squash,’

entre los cromosomas metafdsicosen g

“tendencia. de los cromosomas: homélog

adyacentes  .gracias ‘a. -los

““’translocaciones:'en ‘células. e

a _ demostrar’

“espermatocitos;’ us: extremos con la

membrana nuclear;;'De igual maneraj.thquanag observa una

estrecha relacién’dg; AbN.miﬁoc éyléLQCQn la membrana de la
misma. Se postulé Qﬁefiairéiaciénide‘los cromosomas con la
membrana .nuclear ‘Se..conserva tanto en la interfase como en la
divisién celular Y gue 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
ilas proteinas de la lamina fibrosa (en Alberts et al.,1983):
las’ regiones de los cromosomas gue Se unen a la membrana son
especificas, tales como centrémeros y teldmeros (Avivi vy

Feldman, 1980).

22




1, mismo organismo,
~mismo tipo celular

1961).

Las técnicas de hibridacién in situ, ‘& han utilizado
para determinar la bosicién de las regiénes del organizador
nucleolar en la interfase (Wachtler et al., 1986). De la misma
forma se ha demostrado gque 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 1la disposicién del ADN altamente

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

Los estudios con digestiones parciales y totales de
1a$ pr,‘oteinas' histonas en nucleos interfdsicos, demostraron
que' a’ﬁnAs.in las histonas la. cromatina tiende a adoptar una
disposicién caracteristica, lo cual hace pensar que estas

23



aSOClaCl on

‘esta forma Hadlaczky 5 ran 1a
cromosomas homélogos: .y
sugerida por Rablj.:

inmunoflorescencia 1nd1recta

" conejillo’ de 1nd1as tilizando

ticuerpos

:métodos - semejantes
anticentrémeros vy tréba:ando; hﬁmanos en

cultivo, Weimer Yy col.’ répértér sentrémeros se

disponen de una mnanera alejada de un ~dlsposicién al azar

durante todo el primer .ciclo. celular.y que durante GO y Gl
estos tienden a localizarse en posic1ones perlferlcas formando
pequefios grupos en los que raramente hay mds de cuatro

centrémeros (Weimer et al., 1992).

Todos estos trabajos indican la existencia de un
arreglo no azaroso de la cromatina de nicleos interfasicos,
pero no lo pueden describir ya dque estudian una minima parte
de la cromatina existente. Ademds se necesita un método que
permita el estudio de la cromatina en nucleos intacfos; por lo

24



nucleares.

'los -cromosomas 1nterfé51c )
encuentran un promedio;
nimero. cromosémico ‘de-

Davies, 1979).

' método de

v,manera:vEsqu1vel y col. nuevo método para

(Esqu1vel et al,, 1987)

anteriofes (Vdzquez-Nin ot 'a1~ FI En éste trabajo se

-utilizaron cortes seriados ‘nucleos  interfasicos de

hepatocitos de rata: - ”ografiéron al microscopio



métodos  asistidos ' po putadora’ para ‘la

“reconstruc ién'tridimehsional éfparti . rtes serlados, se

.~han enldo utlllzando cada .vez: mds- Com unarherramienta que

“ufaclllta la creacion de modelos trldlmen51onales gue antes se

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

' todos 1os programas con que trabaja un”51stema de coémputo) y
el ‘hardware (es decir, la parte flslca del sistema de cdémputo)
aplicable a este tipo de trabajos se ha ido incrementando cada

vez mas (Geraﬁd et al., 1988; Young et al., 1987).

Con el uso de metodos computaclonales se han analizado

series de 'cortes de nucleos con _mlcroscoplo electrdénico
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de Iagcromatiné;dé nucle erfédsicos, basado en

l s modernas técnlcas de proc sa ,WéqueS digitales,

e ble7«pbfa cualqulern

utlllzando i ademés

mater;al

como:=loz son: 1as computadorasi"

’pe:sonales.

El ‘ presente trabajo\: representa un esfuerzo
1nterd1501p11narlo que se avoca pr1n01pa1mente hacia la puesta
a prueba de’ las ;ecnlqas de procesamiento de imdgenes y el
eﬁpleo- de 'un 1sis£ema: disefiado en el CIUNAM (centro ~de

27




- andlisis‘ yii - reconstruccison

“'de’’ " nicleos

28



. II.5 PROCESAMIENTO DIGITAL D

II.5.1 CONCEPTOS BASICOS

El:Procesamiento:D

= instrument

todos para el andlisis de las 1mégenes, nclﬁyendo

'por 10 tanto el uso de un instrumento tan versatll como lo es
la computadora. Hoy en dia podemos verlflcar cuan 1mportantes
‘“son las 1magenes, analizando las estrateglas que son empleadas

por los medios de comunicacién y retomando la
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Gonzaleéﬁn1987), Y
denomina "escala de niveles q§'gr mero'de-pixeles
estd en ‘
trabaja

monitor-

algunos monltores que dan 512 X 512 plxeles)

Un paso muy importante en el procesamiento de imdgenes
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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ue"lés ‘imdgenes digitales han sido

erie de‘prOCesos que nos ayudan a resaltar
etapa de andlisis en
que nos auxilian-a

se conforman estas

imégeneél:UnO‘de los procesos gque se aplica a las imdgenes

‘digitales es el de su conversién a imdgenes binarias, que no
es otra cosa gque representar los objetos de la imagen (por

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

negro.

31



“:Déntro.del

para referirse a‘una

~.biﬁaria yfcambiar1o'de blanco

”»vecinbémésinééroi7EStoZSg puede aplicar tanto en dos como en
tfes dimensiones. Con 'estej probeso' se eliminan pequefios
objetos que se podrian. considerar como ruido y también
pequefios puentes que unen a lo que pudieran ser dos objetos
separados. La dilatacidn viene a ser el proceso inverso a 1la
erosién y consiste en analizar cada elemento de la imagen

sustituyendo de negro a blanco si al menos uno de sus vecinos

32




es . blanco.

distinguir.

‘Estos -dos ' procesos'~aplicados  Uno' tras -otro nos

‘aproximadamente -

330




II.5.2 RECONSTRUCCION Y ANALISIS EN 3D

De manera
pequenos cubos conulas mlsmas, dlmen

'lados, pero en la‘préctlca esto r

representan regiones prismdticas cuyos lados ‘son:’de d stint‘

medida, dependiendo del fenomeno en cuestlén,. del nimero .. d'er

c'o,rt‘es, del campo v1sua1 de la cémara, 4 'dé 1

utilizada para la obtencién de las imdgenes.:

sido procesadas, éstas son puestas :
secuencialmente formando un escenarlo trld ;

gue se elabora una-




‘mlentrasim s,se aleja

despliegue. "Depth cueinq"(Foley,

”‘1990); Esto permlte al observador tener idea de ia“profundldad

de la 1magen en cuestlén.

“En 'esenc1a, el de plleque 3D!iperm ﬁé"alﬂ"dbservador

”ftomar dec1510nes -en el reconoclmlent eipatrones que  en

: dlscernlr

parémetros morfometrlcos.
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II.6 OBJETIVOS

GENERAL: Obtener

disp

’linfocito

,Utilizé;felzéigtema de andlisis y
_reconstruccisn 3D disefiado en el
< 'CIUNAM para el estudio de la

disposicién tridimensional de la

" cromatina compacta en linfocitos. . . :

"de rata.
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imdgenes’

‘fotografi

carl: Zeiss

 Esta parte dél trabajo fué realizada por la bidloga
Ernestina Ubaldo del Laboratorio de Microscopia Electrénica ge
"ié ?acultad de Ciencias de la UNAM y mi participacidn en esta
fase fué solo de apoyc Yy -aprendizaje. y' sobre todo
intercambiando ideas para el buen curso delyt;abajd global.
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‘IIT.2 ADQUISICION Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES 2D

i—imégeneé fotografiédaslf”‘

procedié ‘a  la.ia

‘Tarjeta pigitalizadora

1‘— Tarjeta MVP-AT de MATROX Electronic Systems.
~"Con 1 MB de memoria configurada en cuatro
memorias de 512x512x8 bits (para manejar y

38



* soporte:

 "ﬁ£iiizaba ébﬁé.fﬁénte

- iﬁégenes de la pelicula: de: 3

.:.fotogrificas.:: -

Programas’ o

UNAM (Usisima, 1992) y rutinas
féspééificaménte para eéte‘trabajo“ehintegfadas‘

<-al sistema.

‘Este-sistema estd 6dulqs, cada

uno de los cuales nes ' comunes

que realizan operaci

- Sistema Operativo MS

. EL* equi

en “linea, tal y como se
muestra en la ‘figura 0s negativos eran colocados sobre

el negatoscopio’ ia"a enfocar la imagen, esta podia

verse:en 1a7panﬁéll -del monitor RGB. Se debia enfocar con una

39



1maqen 1ntermed1a de la- serle, ya que esta seria la mayor de

todas y era necesarlo ajustarla al tamano de la pantalla.

'negéfiVo mento ‘de 1la

iﬁagén..Esta calibracidnie { archivo'de-nombre
: e el numero de
le fuersenalada Yy
tarea se
de haber
n el;moﬁitor y con el

r giStraba la magnitud

correspondlente vyi} ““que ' estaba expresado

(milimetros en este C: operacion era realizada cada

vez que el equ;po era mov1do o cuando se cambiaba de rollo de
35 mm a placa fotoqréflca y viceversa. Este archivo también

era-grabado con.las imidgenes del nicleo en cuestidn.

ADQUSICION

» Estando calibrado el sistema, se daba inicio a 1la
sesion de captura de imdgenes. Se empezaba con la primera
imagen de la serie, la cual debia centrarse en la pantalla va
que se tenia que tomar en cuenta el aumento radial en tamafo

40



‘“separaba~e

qﬁé pudieran:habe

segment&acion:-

gris)  que era escogido

Este umbral indica hasta dénde se

‘considerar que abarcaban las estructuras de interés (cromatina

_c§ipéété5i y‘ Qué estructurasr quedaban exentas ‘dgrriér ;ﬁagén;,,,‘
NEin;i:Vﬁgéa épéracién se tenia gque realizar debido a que la
‘técnica de tincidén preferencial con PTA no solo contrasta la
cromatina compacta, sino que también la crométina laxa llega a
tomar algo de contraste, pero éste tiene una frechencia muy
parecida al ruido de fondo, por 1lo cuél “no - se puede

diferenciar eficientemente por métodos automdticos.
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con’lo-que. se corregia

Un prbblema“qdéﬁesvfrecueqte‘de'ser encontrado en las

_imdgenes, es el -de las basuras _6bfé§ﬁé§tééfen’ias muestras al
momento de ser fotografiadésQ Para esto también existen
funciones gue permiten el aislamiento de 2zonas especificas y
su posterior asignaciodn a un'ﬁivél de gris. De esta forma para
desaparecer una estructura de ¢q¥9r~claro, se le aislaba y
después se rellenaba de- cdiOf ﬁéggé (0. en. la escala de

grises). Por el contrarioj:siila’es rddtpra«que,esté de .mds es




or ende;’ al iniciar la

‘capturaide:‘la' segunda ;imagen’’d a*‘serie;" se inicia otro

.fp;qceséféeﬁomlnadé.aiiﬁeaciéﬁ,'éi'cual se realiza manualmente
;rgipgéwé;;iéyégtigador, tomando puntos de referencia para lograr
:aL’méximo que las estruétufaé presentes en la imagen conserven
‘;fsu‘coﬁformacién original y de esta forma poder, posteriormente
;”identificar cuerpos conexos. Para desempenar esta tarea, el

B mando @Croml permite gue en la pantalla del monitor RGB
aparezcan simultaneamente la imagen que estd por ser adquirida

superpuesta al contorno de la imagen anterior. asi, el
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pérrafos'lanteriores. Tanmbién  se

éEPARA;:Ion DE LA CROMATINA ADOSADA A LA MEMBRANA NUCLEAR: Este
bréceéb fué necesario debido a que un andlisis preliminar
:dejé'ver que la cromatina era un continuo dentro del nicleo a
15 “luz  del andlisis computarizado. Por consiguiente se
recurfié al hecho de que en las imdgenes bidimensionales se
podian distinguir grumos de cromatina que parecian tener
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0s’ nucleares

superficie’

“ grumos de

Nuevamente se recurrié a las funciones de los médulos
del sistema IMAGENIA, especificamente a la de utilerias en la
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ogu presenta tamblen
¥ interior del

ominica al cono con el

fpieraé en el espesor del

caba ‘en*la regidén del cono mds

1 nucleo.

1aborlosa ya que también se requirié de

'la elaboraCLé de un - pequeno esquema hecho a mano para cada

4vcorte ?debldO” a’ que"el" despliegue de las cuatro imdgenes
ayudaba tan solo a determinar la zona a ser marcada pero en el
momento de hacer el marcaje ya no se podia recurrir a éstas
para verificar; en este momento era cuando se usaban los
esquemas en los gue se indicaba el lugar de la imagen donde

iba la marca.
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BINARIZACION

proceso de

-'onas de la:

(cromatlna 4’adosada

aposteriormente (Mérquez,‘comunlcacién personal)

Después de esto'sevutilizaba'ﬁna funcién de borrado ‘de
los graficos (contornos . y 1ineés de' separacién), 1lo cual’
permltia tener ya una imagen blnaria que es el tipo de imagen

con la que se traba)a la mayoria de las operacxones de

~procesam1ento de lmagenes y reconoc1m1ento de patrones (Russ,

»,1990)

.47



}
i
1
REDUCCION :DE LAS IMAGENES.
auxiliados por el sistema iy‘ﬁme i

‘denominado = amalgamado de mosaicos (Russ

imdgenes de 128 x 120 son acomoda as

de 16 cortes por pantalla‘hast
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III.3:PROCESAMIENTO Y ANALISIS. 3D

a de. la' Facultad de.

+ llzadéifué.elféuigﬁieﬁte,’~

,doﬁpﬁﬁédéra;INTEppC :

~—"Micreprocesador 80386,»33 MH?;‘

~ Monitor a color PVM=-1390"
.. .Programas ...

~ Sistema para el procesamiento, andlisis y
despliegue de imdgenes 3D desarrollado por
Jorge Mdrquez Flores en el CIUNAM (Mdrquez,
en preparacién).

~ Sistema Operativo MS-DOS Ver. 5.0
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' consideradas ya como escenarios: tridimen
-cuenta con tres menus (listados):d opcioneé7de_procesamiento
'y andlisis, asi como’con otras opcione

el trabajo aprovéchaﬁdo e

este sistema se puede

s<con*baja 'y alta resoluéféﬁ:
TambiéﬁﬁSg”cueh a
WSEsss,%ésﬁeJééﬁtieheien]éséhcia las mismas funciones que su
version ahélo@ar excebto' que agui se reconstruyen estereo
imdgenes; ‘por lo que es propicio para analizar con mqyo?v_.
detalle la relacidén espacial entre cuerpos distintos o 'un

mismo cuerpo con respecto a un punto de vista.
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migenes. de  todos los

uro para tener un acceso



cual “un. ,“ t voxeles de grosor,

permltlendo asi qultar los p‘queno uentes que comunicaban a

-los-grumos -de cromatlna. Antes“se,hlcieron _pruebas con otros
tipos de erosiones pero con base en el ‘andlisis de cada unc de
estos procesos, se llegé a la conclusién de que la utilizada
al ultimo era la mds conveniente debido a las limitaciones que
se presentaban con los demds tipos de erosidén, ya que algunas
removian demasiado material y otras por el contrario lo hacian
de forma insuficiente.
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Con este proceso, . por vézwpfiﬁe;a;ég>pcdianﬁobéervar
: : ; é:ﬁn.;ics que
:iééir'uhiones nas
e;éréhatiné, ééﬁo és, aguellos

e, separaban en mds componentes

e 3 cada

segmentacidn:y

RECUPERACION DE LA CROMATINA’ Eﬁosioﬁib;{
‘En. el proceso vde erosiéﬁ;‘ la >informacién de 1la
cromatina que fué erosionada no se pierdé;: por lo gue un
siguiente paso era la recuperacidn ésta. Con este proceso se
podian observar las imdgenes con los cuerpos etigquetados
formando una especie de ejes centrales dentro de los grumos de
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de nmaterial que

extendiéndose : "crbﬁatina n
"‘V'ioé.' territorios de cada grumo. Este
a. por jerarquias de tamano de los cuerpos;
asi, dn:_cu‘erpo 7cie rﬁayores dimensiones invadia mésr cromatina
que uno "de  de menor tamafo. Cuando dos cuerpos llegaban a
tocarse ‘en alguna zona, este proceso se detenia, de manera que
no se sobreponian en ninglin momento dos o mds cuerpos. El
numero de dilataciones a realizar, también fué designado con
base en la experiencia y para este trabajo se determind que

cuatro dilataciones eran suficientes para no causar efectos
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se

“tenia: que calibrar 1as ‘medidas ‘de 1os voxeles en’ X, Yy Z.

,pgrrqr;uh“ factor de { ‘que ser aplicado para

'ééta sufria deformacidn

el ultramicrotomo al realizar

los céértesﬁ.(?té‘hm)'.’ ‘
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* MORFOMETRIA.

El ‘sistema permite:obtener una Sériég@erpéfamétfds  

.realizaron 'sobre . los cortes de los nucleos fué el marcaje de
.poros;- o‘gue en esta etapa es donde fueron aprovechados

‘juntoconilos demds procesos realizados. Para cada nicleo se
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“hizo 'una: representa01 d ' manera de mapa. cartogrdfico:de la

las series
J pérte del

por medio de

ta: " forma se puede
7 a”reconstruc01on"de los nicleos desde
e ,hésta el ‘ultimo dev la serie. El1 sistema
r diferentes puntos de vista, con lo que se
%afias posiciones para después ser comparadas
e "otros. nicleos. La reconstruccioén completa de un

e’ vista para cada niucleo se 1lleva entre 15 a 20
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generar corte

“conformacioén

que’ al ‘ser ‘generados

suceslvamente a ba rotacién. Debido a falta

MB en discd)fﬁs

grababa del moni

una cédmara CCD,. deograbadora Y un monltor en llnea.

Después de haber: grab _o las rotaciones de los cuerpos de cada

nicleo en una CLnta de video, estos podian ser comparados uno

tras otro.
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“-Debido’’al que;.el’ .sistema no“ proporciona  aun. funciones
estrictam - esta ‘tarea queda asignada a-la
)~ de. los pasos mas

reconstrucciones
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A Jr.o AV4

RESULTADOS:

sei encuentran

nucleclos: para

laxa.

Fig. 4.1 Serie de 16 éortés‘en imégeneékbiharias después
del filtrado de ruido de fondo. Se puede observar como la
cromatina se dispone hacia la periferia del‘nﬁcleo y rodeando

al nucleolo (NC).
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y,-,que mas adelante, fuepo

esentsé muchas dificultades

: interpretaciones en  cuanto aA
ecto ‘dela superfic1e del nui leo
-gran masa -de . forma esferoldal y el

el nucleo era 1mp051ble debldo a que




ron' obtener

Y el%vblhmgn del .

NUCLEO|VOLUMEN ;| VOLUMEN DE- ', PACTOR DE|NO.- DE |UNTONES AfHO. DE - |CUERPOS | CUERPOS
T4 .| TOTAL ya” {CROMATINA 4’| FORMA -~ -|CUERPOS | HEMBRANA | NUCLEOLOS| < 0,1 4m’{< 0,05 pm

cloaddes [ oo2mis 191 190 N a1 1
38,6870 22,7 30 27 2 5. 003
7 X [CEN R B o RN T B

BT TR ER SR I [ 2

7

S o oimo =

;rébla'i: norfonetria de ‘la cronatina coﬁpacté de
- interfésicos de linfocitos, e

Separacién de la cromatina adosada a la membrana nuclear:

Después de determinar que la cromatina adosada a. la
membrana nuclear se presentaba como una regién de un grosor
m&s © menos . constante y gue unia. a todos los 'grumos, se
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.'Desafortunadamgpte;, el rAesultado fué el mismq, 'por lo

qgue la reconstrucciéﬂ"V;prekseritaba un solo grumo cohténiendo
toda la masa de cromatina compacta y presentando las mismas
dificultades para su estudio que en 1la reconstruccién
analizada con anﬁérioridad. De aqui se pudo observar que la
cromatina compacta presenta una gran cantidad de regiones de
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ada“uno de

se ' tomaron

aigunos puentes
romatina. Por esta
do ‘'a la separacién
como. resultado la tan
Varios componentes. La
analizarlos como cuerpos
otros. Por ultimo, con el
proceso de dllataclon se: recupero toda la cromatina gque se
habia qu1tado con anter;orldad (adosada a la membrana nuclear
y erosionada) »permitiendo" asi realizar los estudios
morfométricos sin perder,rlas dimensiones -originales de.  1la
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‘cromatina

e superior

‘de 30'y 15 como limite inferio

Mapas. de ‘la supef id;_ éev_lpél:poros

“rnucleares:

v el analisis’ de ‘los

poslc1énr
erlferla
Ialsuperficie

.como:los que.contienen  al

Estudio morfométrico ‘cuerpos

individualizados:

"y 2, de

los .gue cabe sefialar lo siguiente:

La cromatina compacta de estos nucleos ocupa “en: promedio el

63% del volumen nuclear (grdfica 1).
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Anélisis morfométrico de cuerpos individualizados entre 1los

7VQue:'desta¢an los de relevancia biolégica como los gque

contienen al organizador nucleolar (NOR):

Se pudo notar que en los nucleos se individualizaban,
después de la erosidén, un numerc elevado de cuerpos de volumen
relativamente pequefio en comparacidén a los cuerpos de mayor
volumen.
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it
dque ééta;viéé:;éqcon;réﬁan‘
c panéo’enyﬁréhééiq"éii 9
a compacta ée cada;ngci§o (g§§f;¢g;

. ‘cuerpos 'se presenta. en’la
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abla 2; - morfometria y distancia del centro de masa
de cada cuerpo al centro de masa global
({CnK-CHl)de la cromatina perinucleolar.

Nota: los cuerpos en los que no se nuestra
todos los datos es debido a que la
cronatina perinucleolar se separé en dos

clerpos.

-~ {uuCLEo -

wEs’udlo de 1a rotac16n d
‘‘cuerpos de relevancla '
-DeI'estudiéfaella imégehes en 1§s que
llnterVLene el tlempo como'una;dlmen516n més) de los grumos que
ccontenian al NOR, se pudo encontrar que algunos presentaban
simllitudes, aunque demasiado 1ntrincadas para el observador.
tﬁE; general el cuerpo que contenla algun nucleolo solia ser de
los de mayor volumen, presentando en general una forma que se
eﬁtiende de uno a otro de los extremos del nilicleo, presentando
al menos dos porciones de contacto con la envoltura nuclear y

proyecciones hacia el centro del nucleo. Esto también se pudo

verificar analizando los cortes uno tras otro en series de

.68
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DISCUSION -~

asrazones que:

n ‘el nicleo interfdsico

‘Vdi“s’p’oysicién' tridimensional de la cromatina

compacta';*('o'bjétivb :-de” este trabajo), estamos analizando
indirectra.rvneynteula' disposicién de las zonas en las que gqueda
distribuida las fibras pericromatinianas, por ende, se estudia
también la actividad transcripcional de la célula, aungue para
ello se neéesita un trabajo méds e‘xtbtr-:fn"s’b ‘:q/‘uei."relacione de
manera inéquivbca ambos puntos. Esteﬁ“wtfaﬁajg:.‘ nos lleva a
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nterpretaciénv

res. sobre este

t llzadas danaban -al
‘gque” se ' practicaba

tina’compacta era analizada

e reconstruccién
ﬂbdéf ia existencia de
¢ ; No obstante gque
encontr%fcn Aesfdé ‘paf}bnéé: restrlng,endose a una regiodn
llmltada del nucleo 51tuada en la' porc1én ecuatorial del
mismo, el estudio fué en un pr1n01p10 realizado sobre toda la
cromatina y gracias al empleo.de los métodos de reconstruccion
tridimensional- a partirfdevcéftes seriados, se pudo observar
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(Rﬁss;f1990; Esquivel

1.7 198 Geraud et al., 1988;

.DetahiZQﬁé'él presente trabajo se
a puesta:a'pruebavde~un»sistema computarizado de

‘reconstruccién ‘y ‘andlisis tridimensional de la cromatina

"dd‘pacta,de nucleos interfdsicos que ademds se fué elaborando
‘a:la’ par del procesamiento del material bioldégico y las
kimégenes de cortes seriados de los nucleos en microscopia

electrénica.
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en. los se,,debe

ﬁuntos,

que poner -énfasi

comprensioén:

método ~descrito con anterioridad
requerlmlentos de- nuestro trabajo
‘ventajas. La’ primera -estd :r”

<,memorla' chpada para cada

Al realizar la 

almacenadas.

esta manera acomodar las imégenes de hasta 16 cortes por

pantalla, dando como resultadq e




describic - en el
€. poros marcados

_Esto se debid

ié:t;inquif donde i

_ade’n}a’vs de que en’ielf t1




de los grumos

Separacién--de-:la:-cromatina.:adosada -a la membrana

nuclear: Esta separacién‘fﬁé~neéésaria aébido‘a las limitantes
de los procesos de erosidn (Mdrquez, comunicacién personal) y
“ala busgueda de grumos individualizados gue nos pudieran dar
idea de la relacion de éstos con los cromosomas metafdsicos.
No obstante los procesos de recuperacién de la cromatina
édosada a la membrana y la cromatina erosionada nos permitié
realiéar los cdlculos morfométricos sobre la masa completa de

'la‘cgomatiné compacta y no perder ningun dato al respecto,

abéfdéndénos'de‘eSta forma los mas posible a los datos que  se




""obtendrian: par

v kualhenté o empleando

Aqui .es oportuno sehalar
asignado sin tomar en cuenta

especfo a los demds cumulos
va lgcaiiééh‘o
dépendiendofqé 1

zDilataci6 ionada: . Esta :técnica - se’ - utilizé

principalmente para’ poder realizar -los. calculos morfométricos '




‘el "sistema de.

datos que nos

cromatina: = Estos.

ucleos "aunque también

guardan. (ver tabla 1 y grafica

fueron calculados '‘con: .el’: s

siempre calibrados desde 'un,uppi io ‘tomando en cuenta el

aumentd de las estructuras 'éh ue$tién desde que fueron
fotégrafiadas al microscopio eléctrénico'hasta que terminaron
como - imdgenes ‘digitales procesadasi Algunos de los pardmetros
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que. el niumero de

,'_j'ci/)érpo dividu era’’ ‘muy:. 'alto,f’ ~'se - presentaban

“alrededor. .de 4 c’ue'rpoé aproximadamente de volumen demasiado

. Is_e;fquen lo gual‘»’p’fgii:ria estér"haciehdo gque la dispersién de
"_ngesr.‘l;'i’-:c‘)sf-d_artoék' se”k eievara. Por otra parte la formacién de este
'ktikpé’hkdéy*'cﬁ.érpos de poco volumen puede ser debido a que a pesar
",del' ,_éraﬁ esfuerzo r_ealizado para obtener la mejor alineaciodn
: pc’)si’bleﬁv‘de los . cortes , éstos aun hayan estado desfasados en
‘a/l‘gunésf'i:egbi‘dhes“,' cfeandd asi salientes que pertenecen a un

cuverpvo ‘jg‘r; ﬁdé, "Véro‘biqu’e la erosién las separd por la débil
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2 —cuerpos

OmOSOlTlaS en,

Comings,
mpleahdd‘_métbdologias
eXplican diciendo ..

ntercambio entre

k1 gs, 1958, Murray y

con respecto al resto de los cumulos separados. A pesar de

tener més de un nucleolo, en la mayorla de los nucleos toda la

= ESTA TESIS D DFBE
SAR BE Li GIBLIGTECA




como ‘es propuesto; po:
‘supiera el Voldmén:telat Vo ada ‘cromosoma serfa facil de

identificar: en la interfase

/80



'Inte:'rpre;cé.i\c 6n ‘de

as observa01ones de
osomas en interfase
cto con la membrana
los f_actores mas
ina del nicleo

979). . Utilizando

a membrana nuclear :(ver tabla 1), fendmeno
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“Bn .cuanto

,hac1a los'

ha: mencionado, el factor

y el volumen (Russ,

El"slstema de anéllsls répofcioné dos diferentes

 _rés71 ados al ‘calcular el factor de forma. El primero nos daba

ﬁun valor por debajo-del-realiy ‘el segundo un valor superior al
real Debldo a ésto, se reporto el factor de forma real
sacando el promedio entre los dos valores mencionados. Se
ilegé a tomar esta decisidén haciendo primero los cdlculos para
obtener el factor de forma de una esfera normal y de una
esfera en imdgen digital (el factor de forma para una esfera
es de 1).

82




rreguiar;dad. Qué.

elacién’ superficie-

la cromatina. Tomando
actlbié 'gncontrar con
ia 16§‘patrones de orden
érfaéiéos en células de

ue hay una polarizacicn

mgn;o:héciéréiéﬁn-capilar é;ﬁénehréinégd de los
;ﬁo obstaﬁte, los efeétos del movimiento nuclear que
.;i baréCer no dependen de si un tejido estd orientado o no, y
ai éual algunos autores proponen atribuirle funciones de
desplazamientos de actmulos de cromatina transcripcionalmente

activa hacia zonas con mayor densidad de poros nucleares,
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es’ centroméricas. en un tipo celular
idualizaron cﬁmulos' de cromatina tal y

rabajo, .relacionando de esta

’ “.con cfomqsbmas haciendo 1la
reconstrucc1én »rt;r»lydlmevnsiohal de ambos elehéntos (cromatina y
centréméros)”.‘ Un ,:f.'eSi:ud‘ié aun mds fino se podria realizar
llevando a éa"}:iﬁ""iaj reconstruccién 3D de la cromatina en
conjunto con:la ‘marcas obtenidas con hibridacién in situ para
la’ localizacién de iegiones especificas de algun(os)
cromosoma (s) e i’hcii.\so sequirlos a través del ciclo celular.
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CARITULO VI

médgenes permiten

ca 1y -corroboran -

r mucho . mds rdpidos 'y I

e. . ireconstruccién .

itidé manejar un

'ai%ina compacta en ‘su ‘totalidad y no de

mo se habia hecho con anterioridad.

La éfomatina compacta de los nucleos interfdsicos de
los linfocitos estudiados muestra evidencias que sugieren que
su disposicién no es al azar ya que presenta caracteristicas
que la asemejan en todos los nucleos y se comprobd que tiene
la misma forma en general.
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SISTEMA PARA PROCESAMIENTO
DIGITAL DE IMAGENES

Figura 3.1 Equipo utilizado ¢n ¢l laboratorio dec PDI del CIUNAM
para la adquisicién y proccsamiento de imagenes.

SISTEMA PARA EL PROCESAMIENTO
Y ANALISIS DE IMAGENES 3D

Fig. 3.3 Equipo utilizado para el procesamicnto y andlisis
de imdgenes 3D.




VOLUMEN EN MICRAS CUBICAS

FACTORES DE FORMA

~_ VOLUMEN DE NUCLEOS

Y CROMATINA

254

n
?

157

| Vol. Nuclear
7 Vol. de Cromatina

-
o

ANOPORSTUVW XY Z7
NUCLEOS INTERFASICOS DE LINFOCITOS

Griéfica 1. Comparacion entre el volumen nuclear y el volumen total
de cromatina compacta para cada nicleo estudiado.

FACTOR DE FORMA

CROMATINA COMPACTA

2.
:
)

O,SW T

ANOPQRSTUVWXY Z
NUCLEOS
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Griéfica 2: Factor de forma de la cromatina compacta total
de cada niicleo. Esic pardmetro es una estimacion
de la relacion superficic-volumen.



CROMATINA PERINUCLEOLAR

Y CROMATINA TOTAL

NOR (39.0%)—4

s

Gréfica 3: Comparacion cntre el porcentaje promedio de volumen
ocupado por ¢l ciimulo de cromatina perinucleolar cn
relacion con el porcentaje ocupado por el resto de los
cumulos de cromatina en todos los nicleos estudiados.




Fig. 3.2 Tmdgenes procesadis & una sesolucion de 128 x 120
pixeles. en secuencia de 16 cories




Fig. 3.4 : Secuencin de 16 cortes después del proveso de erosion ¥
criguetado de cuerpos,




&

C- (PUMIRY=T- ccev @y 1SAnraIc  SAStpnl ido eiqEeIIaY]

Fiy. 3.5 Grumos de cromiing individializados mediante ctiquetado

de CHRIPOS CONENLS..




Fig. 3.1: Seric de 10 cortes en imiigenes binarias después del filirado de ruido de fondu
Se puede ebservar camo fa cromating se dispone hucia Ta periteria del nicteo y
rodeiindo al nucleolo (NC
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