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INTRODUCCIÓN

La muerte celular es un fenómeno que puede ser re-
sultado de mecanismos como la necrosis y la apopto-
sis. La necrosis es el proceso de muerte que se da
cuando una célula presenta un daño severo y pierde,
entre otras cosas, la integridad de su membrana que
la lleva a muerte por lisis. En estas circunstancias se
libera el contenido celular, lo que in vivo favorece la
aparición de procesos inflamatorios. Por otra parte, la
muerte celular por apoptosis es una muerte fisiológica,
que se puede presentar, ya sea porque el organismo re-

ABSTRACT

Some cells have to be eliminated in an organism to keep the ho-
meostasis, tissue remodelling or embrionary development. This
process is known as programmed cell death or apoptosis. Apopto-
sis is a dynamic process in which a cascade of events appear at
different times. Apoptosis can be induced by various stimuli,
such as DNA damage, cytokines, loss of extracellular matrix, etc.
Apoptosis detection has become very important in cancer, since it
is helpful to understand carcinogenesis, mechanisms of chemo-
therapy drugs, evaluation of treatment response, etc. Important-
ly, apoptosis detection depends on the moment the cells or tissues
are studied. The most common events used to detect apoptosis in-
clude the identification of DNA degradation by gel electrophore-
sis, changes on the cytoplasmic membrane and activation of spe-
cific proteins.
The aim of this article is to describe the main techniques used for
detection of apoptosis, and their limitations. The criteria described
in this paper pretend to help to choose the most convenient method
for apoptosis detection.
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RESUMEN

Durante el proceso del desarrollo embrionario de un organismo
o durante los procesos encaminados a mantener la homeostasis
de éste, es necesario eliminar células no deseadas. Este proceso
se denomina muerte celular programada o apoptosis. La apopto-
sis es un proceso en el que aparecen múltiples eventos en dife-
rentes momentos. Esto puede ser activado por diferentes estímu-
los, tales como el daño al DNA, citocinas, pérdida de la matriz
extracelular, etc. La detección de apoptosis ha adquirido gran
importancia en el área del cáncer, ya que puede ser útil para co-
nocer el mecanismo de acción de fármacos, mecanismos asocia-
dos a la naturaleza de la enfermedad, efectividad de tratamien-
tos, etc. Debido a que la apoptosis es un proceso dinámico, la
aparición de los eventos relacionados y su detección van a depen-
der de múltiples factores. Dentro de los procesos comúnmente
utilizados para detectar apoptosis está la detección de degrada-
ción de DNA, cambios en la simetría de la membrana celular y
activación de proteínas específicas.
El propósito de este artículo es describir las principales técnicas
utilizadas para la detección de apoptosis, así como sus limitacio-
nes. Los criterios descritos en el presente trabajo pretenden ayu-
dar a elegir el método más conveniente para determinar la apop-
tosis.

Palabras clave: Apoptosis, métodos.

quiere para su desarrollo de la muerte en particular de
esa célula, o bien porque la célula sufrió un daño irre-
parable y la célula muere en beneficio del organismo.
En este caso, la célula muere por la activación de una
serie de mecanismos que provocan que la célula no
pierda la integridad de su membrana, y sólo va a pre-
sentar pérdida de dicha integridad hacia el final del
proceso.1 Esto no se observa in vivo ya que las células
apoptóticas son eliminadas por fagocitosis antes de per-
der la integridad de la membrana.2 Debido a que la
apoptosis requiere de la activación de genes para que se
lleve a cabo este tipo de muerte celular, también ha re-
cibido el nombre de muerte celular programada.3

La apoptosis fue descrita por primera vez durante
los años 70 y se basó en las características morfológi-
cas que presentan las células tales como la organiza-
ción de la membrana citoplasmática y condensación
de la cromatina, entre otras. Es durante los años 80
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que se describe la participación de la apoptosis en
procesos patológicos y fisiológicos. Durante los años
90 se vuelve uno de los principales tópicos de estudio
dentro de la biología (Cuadro I).

En la actualidad se ha demostrado que las altera-
ciones en la apoptosis son un mecanismo fundamen-
tal para el desarrollo del cáncer, participando desde
las etapas iniciales de la carcinogénesis �transición
de lesiones preneoplásicas a invasoras�, en el fenó-
meno metastásico y por supuesto, en la respuesta a
los tratamientos antineoplásicos, llámese radiotera-
pia o quimioterapia.

El papel de la apoptosis en las etapas iniciales de
la carcinogénesis no está perfectamente claro. En al-
gunas lesiones preinvasoras como las hiperplasias
atípicas y carcinoma in situ de la glándula mamaria,
lesiones premalignas de estómago y cavidad oral4-6 se
ha observado un incremento de la apoptosis lo cual
parece contradecir el pensamiento simplista de que
la transición a una lesión invasora necesariamente
debe acompañarse de menor apoptosis. Se conoce
que el fenómeno de transformación o malignización
es un proceso ineficiente en el sentido de que para
que ocurra se necesita alteraciones en genes que al
mismo tiempo que aumenten la proliferación inhi-
ban la apoptosis, de otra manera, como se ha obser-
vado experimentalmente, el solo aumento de la proli-
feración puede acompañarse de mayor apoptosis.7 El
incremento de apoptosis en las lesiones preinvasoras
por lo tanto, puede interpretarse como un mecanis-
mo de defensa del organismo para eliminar las célu-
las con daño genético de un grado menor al requeri-
do para tornarse malignas. Otra explicación sería
que el grado de apoptosis de las lesiones preneoplási-
cas fuera específica de tejido. Por ejemplo, en lesio-
nes premalignas de colon8 se observa mayor expre-
sión del gen antiapoptótico bcl-2 y menos apoptosis.
Esta variabilidad en la detección de apoptosis indica
que nuestro conocimiento del papel de la apoptosis
en la carcinogénesis es aún incompleto, y que en par-
te, la variabilidad puede ser debida a las técnicas uti-
lizadas para su detección en los diferentes estudios.

El papel de la apoptosis en el fenómeno metastási-
co parece ser un poco más evidente. Como se mencio-

nó previamente, la pérdida del contacto con la ma-
trix extracelular y la deprivación de factores de creci-
miento son dos estímulos apoptóticos potentes. Es-
tos estímulos protegen al organismo del crecimiento
celular más allá de los límites impuestos. Actual-
mente se conoce que si bien el encontrar células ma-
lignas circulantes es un fenómeno muy común, no
todas estas células tienen la capacidad de establecer-
se y crecer en otros órganos o tejidos distantes.9

Para lograrlo necesitan adquirir alteraciones genéti-
cas adicionales que supriman la apoptosis. Esto está
demostrado en varios sistemas en donde la transfec-
ción de genes antiapoptóticos como bcl-210 o dismi-
nución de la expresión de genes preapoptóticos como
bak,11 permiten a las células malignas poder sobrevi-
vir en suspensión y adquirir la capacidad de formar
metástasis.

Tradicionalmente se había considerado que la
quimioterapia citotóxica y la radioterapia actuaban
por producir daño al DNA con la subsecuente falla
mitótica y muerte celular. Sin embargo, ahora se
sabe que las drogas citotóxicas y la radiación utili-
zan los mecanismos endógenos de apoptosis para
inducir su efecto antitumoral.12 De hecho, la mayo-
ría de los experimentos realizados para identificar
los eventos bioquímicos implicados en la apoptosis
se han hecho utilizando drogas quimioterápicas.
Las evidencias sugieren que en las etapas más tem-
pranas del cáncer, a pesar de que ya existen altera-
ciones en la apoptosis, las células son más sensibles
a los estímulos apoptóticos que en las lesiones más
avanzadas.13 Esto correlaciona con lo observado en
la clínica en cuanto a que los pacientes con menor
carga tumoral muestran mejor respuesta a la qui-
mio o radioterapia.

Debido a que la apoptosis es un proceso dinámico,
se presentarán diferentes características dependiendo
del momento en el que se encuentre la célula. Esto
permite disponer de diferentes �marcadores� de la
apoptosis. Cabe considerar que no todos los marcado-
res están presentes en todas las células, ni todos los
marcadores de apoptosis son exclusivos de este proce-
so. Por esto es importante considerar algunos aspec-
tos de la apoptosis que ocurren tanto in vivo, como in
vitro, tales como el momento en el que aparece un
evento determinado, la duración de los procesos rela-
cionados, así como el proceso de eliminación de la cé-
lula apoptótica por fagocitosis. Otro factor importante
es que a pesar de que se induzca apoptosis en células
que se encuentran en la misma fase del ciclo celular,
el proceso de muerte no es sincrónico, por lo que la
búsqueda de un marcador tanto in vivo como in vitro
es representativo de un momento específico.

Cuadro 1. Número de publicaciones relacionadas con la apoptosis, se-
gún el Medline hasta enero del 2000.

Década # publicaciones

1970s 34
1980s 220
1990s 29,188
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Una de las características que tiene la muerte por
apoptosis en un organismo, es que las células son fa-
gocitadas para evitar la presencia de necrosis secun-
daria,2 por lo que muchas veces se vuelve difícil de-
tectar su presencia de apoptosis in vivo, a menos que
se busquen eventos que ocurren al inicio del proceso
de muerte celular, los cuales podrían ser considera-
dos como marcadores tempranos.

MÉTODOS UTILIZADOS PARA LA DETECCIÓN
DE APOPTOSIS

Debido a que la definición de apoptosis fue creada
con base en parámetros morfológicos consideramos
que es el primer parámetro a ser revisado.

1) Cambios morfológicos presentes en la muer-
te celular por apoptosis.

Una de las primeras manifestaciones morfoló-
gicas de la presencia de muerte celular por
apoptosis es la pérdida de la unión celular, así
como cambios en la presencia de estructuras
especializadas, como lo son las microvellosi-
dades. Al mismo tiempo se observan cambios
en la organización de la membrana citoplas-
mática y la aparición de condensación de la
cromatina. Conforme el proceso avanza se
puede observar la aparición de fragmentación
nuclear. También se presentan cambios en el
retículo endoplásmico, en donde se observan
fusiones con la membrana citoplasmática.3

Para determinar estos cambios en la célula
apoptótica se pueden utilizar tanto la micros-
copia de luz (campo claro, fluorescencia), como
la microscopia electrónica. Por medio de la mi-
croscopia de luz se pueden apreciar cambios en
la organización celular, tales como la conden-
sación de la cromatina o la aparición de cuer-
pos apoptóticos, que son fragmentos celulares
que se desprenden durante el proceso de muer-
te. Para apreciar alteraciones celulares como
cambios en microvellosidades, así como altera-
ciones mitocondriales o del retículo endoplás-
mico es necesario recurrir a la microscopia
electrónica.
Se debe de tener cuidado con la búsqueda de
los cambios morfológicos, ya que in vivo mu-
chas veces no es posible detectar algunas de
estas alteraciones, ya que las células son eli-
minadas por fagocitosis, por lo que no siem-
pre va a ser posible detectarlas.

2) Detección de degradación del DNA.

Uno de los procesos que se asocian general-
mente con la apoptosis es la degradación de
DNA de forma específica entre nucleosomas.
Es sabido que durante el proceso de muerte
celular por apoptosis se presenta la síntesis de
endonucleasas que cortan el DNA a nivel in-
ternucleosomal, liberando nucleosomas los
cuales se sabe que contienen alrededor de 200
pares de bases. Al realizar un corrimiento
electroforético de extractos de DNA de células
apoptóticas es posible observar la aparición de
un patrón característico de DNA en escalera,
mejor conocido como ladder de DNA, el cual
contiene fragmentos discretos, múltiplos del
tamaño de un nucleosoma que recuerdan la
imagen de los peldaños de una escalera.1

Existen diversos métodos para detectar la degra-
dación del DNA asociada a la apoptosis. El método
más comúnmente utilizado es la extracción de DNA
con fenol/cloroformo y su precipitación con etanol.14

Este método presenta el inconveniente de que los
fragmentos pequeños pueden perderse durante las
extracciones, por esto se han desarrollado métodos
en los que se eliminan los pasos de extracción y en
los que lisados celulares son digeridos con RNAsas y
proteinasa K para después realizar el corrimiento
electroforético.15 Este método se realiza en mucho
menor tiempo, y elimina el problema de las extrac-
ciones orgánicas. Otro método propuesto para no
perder los fragmentos pequeños, e incluso enrique-
cer su contenido es el descrito por Daniel y colabora-
dores,16 en el que utilizan acarreadores minerales a
los que se adsorben los fragmentos de DNA. Estos
acarreadores permiten separar el DNA de la muestra
y posteriormente se recupera al DNA del acarreador
en volúmenes pequeños, por lo que las concentracio-
nes de DNA obtenidas son adecuadas para realizar
análisis electroforéticos.

Durante algún tiempo se consideró la aparición de
esta degradación de DNA como el marcador principal
de la apoptosis, pero con el tiempo se ha demostrado
que no todas las células que mueren por apoptosis van
a presentar este tipo de degradación del DNA. Hoy en
día se sigue utilizando este tipo de análisis para deter-
minar la apoptosis, aunque algunas consideraciones
deben ser tomadas en cuenta para su análisis:

a) La aparición del patrón en escalera de DNA es
un proceso tardío por lo que no siempre se pue-
de detectar in vivo.
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b) Algunas estirpes celulares no presentan este tipo
de degradación de DNA y en particular es difícil
de encontrar en células epiteliales y murinas.

c) Debido a que se trabaja con extractos de DNA
es posible perder los fragmentos pequeños, por
lo que hay que extremar precauciones en el ma-
nejo de las muestras.

Otro método que se ha utilizado para medir la de-
gradación internucleosomal es la detección de las
proteínas presentes en los nucleosomas (histonas),
en placas de 96 pozos mediante un anticuerpo aco-
plado con un enzima que genera una reacción colori-
da, conocido como ensayo de ELISA.17 Desafortuna-
damente en este método se cuantifica la presencia de
nucleosomas en el sobrenadante de cultivos celula-
res, por lo que puede existir la incertidumbre del ori-
gen de dichos nucleosomas, ya que una célula necró-
tica también puede liberar DNA y nucleosomas al
medio al presentarse la lisis celular.

Por otra parte, el proceso de degradación de DNA
no necesariamente va a presentar el patrón de degra-
dación a nivel internucleosomal, pero es posible detec-
tar degradaciones más tempranas por medio del méto-
do de electroforesis de pulso-campo. Por medio de este
método es posible detectar fragmentos grandes de
DNA que pueden llegar hasta 10 megapares de ba-
ses.18 Se sabe que la fragmentación de DNA en la
apoptosis a nivel internucleosomal, va precedida por
la aparición de fragmentos grandes de DNA que pue-
den ir de los 50 a los 300 kilopares de bases, por lo que
el método de electroforesis de pulso-campo permite
determinar la presencia de esta fragmentación.19

3) Detección de degradación de DNA en células
individuales por medio de marcaje del DNA.

Debido a que la degradación del DNA es una
de las características más importantes de la
apoptosis, se han desarrollado diferentes mé-
todos que permiten analizar individualmente
cada célula, en busca de esta degradación.
Uno de los métodos más utilizados es el de
marcaje de DNA de hebra sencilla por medio
de una transferasa terminal20 que adiciona
nucleótidos marcados al DNA en extremos 3�
libres. Dichos nucleótidos pueden estar mar-
cados con fluorescencia, o bien se pueden de-
tectar por métodos de inmunohistoquímica.
Este método se conoce como método de TU-
NEL (transferase-mediated dUTP nick end-
labeling) y se puede utilizar tanto para la de-
tección por medio de citometría de flujo,
como por microscopia. Esta técnica permite

determinar la presencia de fragmentación de
DNA en células individuales, por lo que es
posible conocer la proporción de células que
están muriendo por apoptosis en un determi-
nado momento. Por otra parte, durante la ne-
crosis también se presenta degradación de
DNA aunque ésta no presenta el patrón de de-
gradación internucleosomal presente en la
apoptosis, pero esto no es posible de distin-
guir por este método,21 por lo que se sugiere
que se complemente con otra técnica, como
puede ser la evaluación morfológica.
Otra técnica ampliamente utilizada es la deter-
minación del ciclo celular por citometría de flu-
jo. Este ensayo se basa en la detección del conte-
nido de DNA en la célula. Al haber degradación
del DNA se van a encontrar células que presen-
tan un menor contenido de DNA, lo cual apare-
ce en el histograma de la citometría por abajo de
la región en la que se encuentran las células an-
tes de la replicación del DNA (G0-G1), por lo
que podrían estar en apoptosis.22

Otro método que ha sido desarrollado para la
detección individual de células apoptóticas es
el de la detección de cadenas sencillas de
DNA por métodos de inmunohistoquímica, el
cual parece tener una sensibilidad similar al
ensayo de TUNEL.23

4) Detección de la activación de caspasas.

La determinación de la activación de las mo-
léculas que disparan el proceso de apoptosis
ha adquirido gran importancia en la detec-
ción de apoptosis. Tal es el caso de las caspa-
sas, que son una serie de cistein-proteasas que
se encuentran en forma de zimógeno en todas
las células.24 La activación de la caspasa 3 se
utiliza como marcador temprano de la apopto-
sis.25 Este tipo de marcadores es de gran im-
portancia, ya que la detección de apoptosis in
vivo por métodos que detectan la degrada-
ción de DNA, no siempre es exitosa, ya que
estas células pueden ser removidas antes de
que dicha degradación se presente. La deter-
minación de la activación de la caspasa-3
presenta la gran ventaja de que es un evento
que tiene una alta correlación con la induc-
ción de apoptosis, por lo que no existe la in-
certidumbre presente en otros marcadores
en los que su presencia o ausencia no son de-
terminantes en el proceso de muerte celular
programada.
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5) Evaluación de la simetría de la membrana ce-
lular.

Otro evento temprano presente en la apopto-
sis es la pérdida de la simetría de la membra-
na citoplasmática. Es bien sabido que la apop-
tosis es un proceso de muerte en el que la in-
tegridad de la membrana se mantiene, lo cual
significa que la característica de ser semiper-
meable está presente, sin embargo se presen-
tan cambios en su simetría. Tal es el caso de
la distribución de la fosfatidil serina, la cual
es una molécula que se encuentra orientada
hacia el interior de la célula,26 y cuando una
célula entra en el proceso de muerte por apop-
tosis, uno de los eventos tempranos es la ex-
posición de fosfatidil serina hacia el exterior
de la membrana celular. Debido a este cambio
en la simetría se han desarrollado métodos
que permiten detectar la presencia de fosfati-
dil serina en el exterior de la membrana celu-
lar, al agregar anexina V la cual es una molé-
cula que no es capaz de difundir a través de la
membrana, y que tiene una alta afinidad por
la fosfatidil serina, por lo que aquellas células
que se encuentran marcadas con anexina V,
serán aquellas que se encuentran en apopto-
sis. La detección de anexina V se puede acom-
pañar de una tinción con yoduro de propidio,
lo cual nos permite saber si la integridad de la
membrana se ha perdido. Esto permite cono-
cer si la célula se encuentra en una etapa tem-
prana de la muerte celular, o si se encuentra

en una etapa tardía en la cual ya se encuentra
presente la necrosis secundaria. Esta técnica
requiere de la utilización de células íntegras,
por lo que su uso se recomienda para estudios
in vitro, aunque también puede ser utilizada
en análisis de apoptosis en muestras obteni-
das para análisis citológicos, o bien para de-
tectar apoptosis en sangre.27

Como se puede ver, la determinación de apop-
tosis está relacionada con diversos parámetros,
y es necesario considerar diferentes aspectos
para elegir el método que se va a utilizar (Cua-
dro II). Por esto es recomendable que se anali-
ce la bibliografía relacionada, ya que se corre el
riesgo de utilizar un marcador inadecuado
para la población que se desea evaluar. Sin em-
bargo, los métodos que resultan más confiables
para la detección de apoptosis son la determi-
nación de alteraciones morfológicas, el ensayo
de TUNEL, así como la detección de cambios
en la simetría de la membrana celular y la acti-
vación de las caspasas.
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