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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 multiples eventos en dife-
rentes momentos. Esto puede ser activado por diferentes estimu-
los, tales como el dano al DNA, citocinas, pérdida de la matriz
extracelular, etc. La detecciéon de apoptosis ha adquirido gran
importancia en el area del cancer, ya que puede ser ttil para co-
nocer el mecanismo de accién de farmacos, mecanismos asocia-
dos a la naturaleza de la enfermedad, efectividad de tratamien-
tos, etc. Debido a que la apoptosis es un proceso dindmico, la
aparicion de los eventos relacionados y su deteccién van a depen-
der de multiples factores. Dentro de los procesos cominmente
utilizados para detectar apoptosis esta la detecciéon de degrada-
ci6on de DNA, cambios en la simetria de la membrana celular y
activacién de proteinas especificas.

El propésito de este articulo es describir las principales técnicas
utilizadas para la deteccién de apoptosis, asi como sus limitacio-
nes. Los criterios descritos en el presente trabajo pretenden ayu-
dar a elegir el método més conveniente para determinar la apop-
tosis.
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INTRODUCCION

La muerte celular es un fenémeno 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 dafo 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
aparicién de procesos inflamatorios. Por otra parte, la
muerte celular por apoptosis es una muerte fisiolégica,
que se puede presentar, ya sea porque el organismo re-
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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.

Key words: Apoptosis, techniques.

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

La apoptosis fue descrita por primera vez durante
los afios 70 y se basé en las caracteristicas morfolégi-
cas que presentan las células tales como la organiza-
ci6n de la membrana citoplasmaética y condensacién
de la cromatina, entre otras. Es durante los afios 80
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Cuadro 1. Numero de publicaciones relacionadas con la apoptosis, se-
gun el Medline hasta enero del 2000.

Década # publicaciones
1970s 34
1980s 220
1990s 29,188

que se describe la participacion de la apoptosis en
procesos patolégicos y fisiolégicos. Durante los anos
90 se vuelve uno de los principales topicos de estudio
dentro de la biologia (Cuadro I).

En la actualidad se ha demostrado que las altera-
ciones en la apoptosis son un mecanismo fundamen-
tal para el desarrollo del cancer, participando desde
las etapas iniciales de la carcinogénesis —transicion
de lesiones preneoplasicas a invasoras—, en el fené-
meno metastasico y por supuesto, en la respuesta a
los tratamientos antineoplasicos, llamese radiotera-
pia o quimioterapia.

El papel de la apoptosis en las etapas iniciales de
la carcinogénesis no esta perfectamente claro. En al-
gunas lesiones preinvasoras como las hiperplasias
atipicas y carcinoma in situ de la glandula mamaria,
lesiones premalignas de estémago y cavidad oral*® se
ha observado un incremento de la apoptosis lo cual
parece contradecir el pensamiento simplista de que
la transicién a una lesién invasora necesariamente
debe acompanarse de menor apoptosis. Se conoce
que el fenémeno de transformacién o malignizacién
es un proceso ineficiente en el sentido de que para
que ocurra se necesita alteraciones en genes que al
mismo tiempo que aumenten la proliferacién inhi-
ban la apoptosis, de otra manera, como se ha obser-
vado experimentalmente, el solo aumento de la proli-
feracién puede acompanarse de mayor apoptosis.” 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 dano genético de un grado menor al requeri-
do para tornarse malignas. Otra explicacién seria
que el grado de apoptosis de las lesiones preneoplasi-
cas fuera especifica de tejido. Por ejemplo, en lesio-
nes premalignas de colon® se observa mayor expre-
sién del gen antiapoptoético bel-2 y menos apoptosis.
Esta variabilidad en la detecciéon de apoptosis indica
que nuestro conocimiento del papel de la apoptosis
en la carcinogénesis es atin incompleto, y que en par-
te, la variabilidad puede ser debida a las técnicas uti-
lizadas para su deteccion en los diferentes estudios.

El papel de la apoptosis en el fen6meno metastasi-
co parece ser un poco mas evidente. Como se mencio-

né previamente, la pérdida del contacto con la ma-
trix extracelular y la deprivacién de factores de creci-
miento son dos estimulos apoptéticos potentes. Es-
tos estimulos protegen al organismo del crecimiento
celular més all4 de los limites impuestos. Actual-
mente se conoce que si bien el encontrar células ma-
lignas circulantes es un fenémeno muy comin, no
todas estas células tienen la capacidad de establecer-
se y crecer en otros érganos o tejidos distantes.?
Para lograrlo necesitan adquirir alteraciones genéti-
cas adicionales que supriman la apoptosis. Esto esta
demostrado en varios sistemas en donde la transfec-
cién de genes antiapoptéticos como bel-210 o dismi-
nucién de la expresién de genes preapoptéticos como
bak,!! permiten a las células malignas poder sobrevi-
vir en suspensién y adquirir la capacidad de formar
metéastasis.

Tradicionalmente se habia considerado que la
quimioterapia citotéxica y la radioterapia actuaban
por producir dafo al DNA con la subsecuente falla
mitoética y muerte celular. Sin embargo, ahora se
sabe que las drogas citotéxicas y la radiacién utili-
zan los mecanismos endégenos de apoptosis para
inducir su efecto antitumoral.'? De hecho, la mayo-
ria de los experimentos realizados para identificar
los eventos bioquimicos implicados en la apoptosis
se han hecho utilizando drogas quimioterapicas.
Las evidencias sugieren que en las etapas mas tem-
pranas del cancer, a pesar de que ya existen altera-
ciones en la apoptosis, las células son mas sensibles
a los estimulos apoptéticos que en las lesiones mas
avanzadas.!® Esto correlaciona con lo observado en
la clinica 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 dindmico,
se presentaran diferentes caracteristicas 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 estan 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 duracién de los procesos rela-
cionados, asi como el proceso de eliminacién de la cé-
lula apoptética 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 sincrénico, por lo que la
bisqueda de un marcador tanto in vivo como in vitro
es representativo de un momento especifico.
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Una de las caracteristicas 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 dificil 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 podrian ser considera-
dos como marcadores tempranos.

METODOS UTILIZADOS PARA LA DETECCION
DE APOPTOSIS

Debido a que la definicién de apoptosis fue creada
con base en parametros morfolégicos consideramos
que es el primer parametro a ser revisado.

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

Una de las primeras manifestaciones morfol6-
gicas de la presencia de muerte celular por
apoptosis es la pérdida de la unién celular, asi
como cambios en la presencia de estructuras
especializadas, como lo son las microvellosi-
dades. Al mismo tiempo se observan cambios
en la organizacién de la membrana citoplas-
matica y la aparicién de condensacién de la
cromatina. Conforme el proceso avanza se
puede observar la aparicién de fragmentaciéon
nuclear. También se presentan cambios en el
reticulo endoplasmico, en donde se observan
fusiones con la membrana citoplasmaética.?
Para determinar estos cambios en la célula
apoptotica se pueden utilizar tanto la micros-
copia de luz (campo claro, fluorescencia), como
la microscopia electrénica. Por medio de la mi-
croscopia de luz se pueden apreciar cambios en
la organizacién celular, tales como la conden-
sacion de la cromatina o la aparicién de cuer-
pos apoptéticos, que son fragmentos celulares
que se desprenden durante el proceso de muer-
te. Para apreciar alteraciones celulares como
cambios en microvellosidades, asi como altera-
ciones mitocondriales o del reticulo endoplas-
mico es necesario recurrir a la microscopia
electrénica.

Se debe de tener cuidado con la btusqueda de
los cambios morfolégicos, 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.
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2) Deteccién de degradacion del DNA.

Uno de los procesos que se asocian general-
mente con la apoptosis es la degradacion de
DNA de forma especifica entre nucleosomas.
Es sabido que durante el proceso de muerte
celular por apoptosis se presenta la sintesis 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
apoptoticas es posible observar la aparicién de
un patrén caracteristico de DNA en escalera,
mejor conocido como ladder de DNA, el cual
contiene fragmentos discretos, multiplos del
tamano de un nucleosoma que recuerdan la
imagen de los peldanos de una escalera.!

Existen diversos métodos para detectar la degra-
dacién del DNA asociada a la apoptosis. E1 método
mas comtUnmente utilizado es la extraccion de DNA
con fenol/cloroformo y su precipitacién con etanol.!*
Este método presenta el inconveniente de que los
fragmentos pequenos pueden perderse durante las
extracciones, por esto se han desarrollado métodos
en los que se eliminan los pasos de extraccién y en
los que lisados celulares son digeridos con RNAsas y
proteinasa K para después realizar el corrimiento
electroforético.!® Este método se realiza en mucho
menor tiempo, y elimina el problema de las extrac-
ciones organicas. Otro método propuesto para no
perder los fragmentos pequenos, e incluso enrique-
cer su contenido es el descrito por Daniel y colabora-
dores,'6 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 volimenes pequenos, por lo que las concentracio-
nes de DNA obtenidas son adecuadas para realizar
analisis electroforéticos.

Durante algtin tiempo se consider6 la apariciéon de
esta degradacién 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 degradacién del DNA. Hoy en
dia se sigue utilizando este tipo de analisis para deter-
minar la apoptosis, aunque algunas consideraciones
deben ser tomadas en cuenta para su analisis:

a) La aparicién del patrén en escalera de DNA es
un proceso tardio por lo que no siempre se pue-
de detectar in vivo.
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b) Algunas estirpes celulares no presentan este tipo
de degradacién de DNA y en particular es dificil
de encontrar en células epiteliales y murinas.

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

Otro método que se ha utilizado para medir la de-
gradacién internucleosomal es la deteccién de las
proteinas presentes en los nucleosomas (histonas),
en placas de 96 pozos mediante un anticuerpo aco-
plado con un enzima que genera una reaccién 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 necré-
tica también puede liberar DNA y nucleosomas al
medio al presentarse la lisis celular.

Por otra parte, el proceso de degradacién de DNA
no necesariamente va a presentar el patréon de degra-
dacién a nivel internucleosomal, pero es posible detec-
tar degradaciones méas 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 fragmentacién de DNA en la
apoptosis a nivel internucleosomal, va precedida por
la aparicién 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 fragmentaci6én.?

3) Deteccion de degradacién de DNA en células
individuales por medio de marcaje del DNA.

Debido a que la degradacién del DNA es una
de las caracteristicas més importantes de la
apoptosis, se han desarrollado diferentes mé-
todos que permiten analizar individualmente
cada célula, en busca de esta degradacioén.
Uno de los métodos més utilizados es el de
marcaje de DNA de hebra sencilla por medio
de una transferasa terminal?® que adiciona
nucleétidos marcados al DNA en extremos 3’
libres. Dichos nucleétidos pueden estar mar-
cados con fluorescencia, o bien se pueden de-
tectar por métodos de inmunohistoquimica.
Este método se conoce como método de TU-
NEL (transferase-mediated dUTP nick end-
labeling) y se puede utilizar tanto para la de-
tecciéon por medio de citometria de flujo,
como por microscopia. Esta técnica permite

determinar la presencia de fragmentacién de
DNA en células individuales, por lo que es
posible conocer la proporcion de células que
estan muriendo por apoptosis en un determi-
nado momento. Por otra parte, durante la ne-
crosis también se presenta degradacién de
DNA aunque ésta no presenta el patrén de de-
gradacién internucleosomal presente en la
apoptosis, pero esto no es posible de distin-
guir por este método,?! por lo que se sugiere
que se complemente con otra técnica, como
puede ser la evaluacién morfolégica.

Otra técnica ampliamente utilizada es la deter-
minacién del ciclo celular por citometria de flu-
jo. Este ensayo se basa en la deteccién del conte-
nido de DNA en la célula. Al haber degradacién
del DNA se van a encontrar células que presen-
tan un menor contenido de DNA, lo cual apare-
ce en el histograma de la citometria por abajo de
la region en la que se encuentran las células an-
tes de la replicacién del DNA (G0-G1), por lo
que podrian estar en apoptosis.??

Otro método que ha sido desarrollado para la
detecciéon individual de células apoptéticas es
el de la deteccién de cadenas sencillas de
DNA por métodos de inmunohistoquimica, el
cual parece tener una sensibilidad similar al
ensayo de TUNEL.??

4) Deteccién de la activacion de caspasas.

La determinacion de la activacion de las mo-
léculas que disparan el proceso de apoptosis
ha adquirido gran importancia en la detec-
ci6n de apoptosis. Tal es el caso de las caspa-
sas, que son una serie de cistein-proteasas que
se encuentran en forma de zimégeno en todas
las células.?* La activacién de la caspasa 3 se
utiliza como marcador temprano de la apopto-
sis.?? Este tipo de marcadores es de gran im-
portancia, ya que la deteccién de apoptosis in
vivo por métodos que detectan la degrada-
ci6on de DNA, no siempre es exitosa, ya que
estas células pueden ser removidas antes de
que dicha degradacién se presente. La deter-
minacién de la activacién de la caspasa-3
presenta la gran ventaja de que es un evento
que tiene una alta correlacién con la induc-
ci6n 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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Método

Deteccion

Nivel

Momento

Morfologia celular (1)
Electroforesis de DNA (2)
Electroforesis de DNA de

Degradacion internucleosomal
Fragmentos de 50 y/o 300 Kpb

pulso-campo (2)

ELISA para nucleosomas (3)
TUNEL (1y 4)

Deteccion de ploidia (4)
Deteccion de DNA de cadena

Degradacion internucleosomas
Marcaje terminal de DNA
Contenido celular de DNA

sencilla (4)

Deteccion de la exposicion

de fosfatidil serina (1y 4)

Cambios en la morfologia celular

Célula individual

Temprano y tardio.

Poblacién celular Tardio
Poblacion celular Temprano
Poblacién celular Tardio

Célula individual
Célula individual

Temprano y tardio
Tardio

Deteccion de degradacion de DNA

Cambios en la simetria de la membrana

Célula individual Temprano y tardio

Célula individual Temprano

1
2
3
4

Microscopia 6ptica o electrénica
Electroforesis

Ensayo inmunoenzimatico o ELISA
Citometria de flujo

5) Evaluacién de la simetria de la membrana ce-

lular.

Otro evento temprano presente en la apopto-
sis es la pérdida de la simetria de la membra-
na citoplasmatica. 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 caracteristica de ser semiper-
meable esta presente, sin embargo se presen-
tan cambios en su simetria. Tal es el caso de
la distribucién de la fosfatidil serina, la cual
es una molécula que se encuentra orientada
hacia el interior de la célula,?® y cuando una
célula entra en el proceso de muerte por apop-
tosis, uno de los eventos tempranos es la ex-
posicion de fosfatidil serina hacia el exterior
de la membrana celular. Debido a este cambio
en la simetria 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,
seran aquellas que se encuentran en apopto-
sis. La deteccién de anexina V se puede acom-
panar de una tincién 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 tardia en la cual ya se encuentra
presente la necrosis secundaria. Esta técnica
requiere de la utilizacion de células integras,
por lo que su uso se recomienda para estudios
in vitro, aunque también puede ser utilizada
en analisis de apoptosis en muestras obteni-
das para analisis citoldgicos, o bien para de-
tectar apoptosis en sangre.?7

Como se puede ver, la determinacién de apop-
tosis esta relacionada con diversos parametros,
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 bibliografia relacionada, ya que se corre el
riesgo de utilizar un marcador inadecuado
para la poblacién que se desea evaluar. Sin em-
bargo, los métodos que resultan mas confiables
para la deteccién de apoptosis son la determi-
nacién de alteraciones morfoldgicas, el ensayo
de TUNEL, asi como la deteccion de cambios
en la simetria de la membrana celular y la acti-
vacion de las caspasas.

BIBLIOGRAFIA

Evan G, Littlewood T. A matter of life and cell death. Science
1998; 281: 1317-22.

Strange R, Feng L, Saurer S, Burkhardt A, Friis R. Apopto-
tic cell death and tissue remodelling during mouse mamma-
ry gland involution. Development 1992; 115: 49-58.
Schwartzman R, Cidlowski A. Apoptosis: The biochemistry
and molecular biology of programmed cell death. Endocrine
Rev 1993; 14: 133-51.

Mustonene M, Raunio H, Paakko P, Soini Y. The extent of
apoptosis is inversely associated with bcl-2 expression in



280

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Alfaro ME y cols. Métodos de deteccion de la apoptosis, aplicaciones y limitaciones

premalignant and malignant breast lesions. Histopathology
1997; 31: 347-50.

Birchall MA, Winterford CM, Allan DM, Harmon BV. Apop-
tosis in normal epithelium, premalignant lesions of the oro-
pharynx and oral cavity. Oral Oncol Eur J Cancer 1995;
31B: 380-3.

Ishida M, Gomyio Y, Tatebe S, Ohfuji S, Ito H. Apoptosis in
human gastric mucosa, chronic gastritis, dysplasia and carci-
noma: Analysis by terminal deoxynucleotidyl transferase-me-
diated dUTP-biotin nick end labelling. Virchows Arch 1996;
428: 229-35.

Manning FC, Patierno SR. Apoptosis: Inhibitor or instigator
of carcinogenesis? Cancer Invest 1996; 14: 455-65.

Fohil CC, Janssen PA, Bosman FT. Expression of bcl-2 pro-
tein in hyperplastic polyps, adenomas, and carcinomas of the
colon. J Pathol 1996; 178: 393-7.

Fidler 1J. Metastasis: Quantitative analysis of distribution
and fate of tumor emboli labelled with'?51-5-iodo2’ deoxyuri-
dine. J Natl Cancer Inst 1970; 46: 773-83.

Takaoka A, Adachi M, Okuda H Sato S, Yawat A, Hinodc Y,
Takayama S, Reed VC, Imai K. Anti-cell death activity pro-
motes pulmonary metastasis of melanoma cells. Oncogene
1997; 14: 2971-7.

Rosen K, Rak J, Jin J, Kerbel RS, Newman MJ, Filmus J.
Downregulation of the pro-apoptotic protein bak is required
for the ras-induced transformation of intestinal epithelial
cells. Curr Biol 1998; 8: 1331-4.

McDonnell TJ, Meyn RE, Robertson LE. Implications of
apoptotic cell death regulation in cancer therapy. Semin
Cancer Biol 1995; 6: 53-60.

Martin DS, Schwartz GK. Chemotherapeutically induced
DNA damage, ATP depletion, and the apoptotic biochemical
cascade. Oncol Res 1997; 9: 1-5.

Martin SL, Lennon SV, Bonham AM, Cotter TG. Induction
of apoptosis (programmed cell death) in human leukaemic
HL-60 cells by inhibition of RNA or protein synthesis. JJ Im-
munol 1990; 145: 1859-67.

Park DJ, Patek PQ. Detergent and enzyme treatment of
apoptotic cells for the observation of DNA fragmentation.
Biotechniques 1998; 24: 558-60.

Daniel PT, Sturm I, Ritschel S, Friederich K, Dorken B,
Bendzko P, Hillebrand T. Detection of genomic DNA frag-
mentation during apoptosis (DNA ladder) and simultaneous
isolation of RNA from low cell numbers. Analytical Biochem
1999; 266: 110-15.

Holian A, Hamilton RF, Morandi MT, Brown SD, Li L. Ur-
ban particle-induced apoptosis and phenotype shifts in hu-
man alveolar macrophages. Environ Healt Perspect 1998;
106: 127-32.

Schwartz DC, Cantor CR. Separation of yeast chromosome-
sized DNA by pulse field gradient gel electrophoresis. Cell
1984; 37: 67-75.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

Allen PD, Newland AC. Electrophoretic DNA analysis for the
detection of apoptosis. Mol Biotechnology 1998; 9: 247-51.
Gavrieli Y, Sherman Y, Ben-Sasson SA. Identification of pro-
grammed cell death in situ via specific labelling of nuclear
DNA fragmentation. J Cell Biol 1992; 119: 490-501.
Grasl-Kraupp B, Ruttkay-Nedecky B, Koudelka H, Bukowska
K, Bursch W, Schulte-Hermann R. In situ detection of frag-
mented DNA (TUNEL assay) fails to discriminate among
apoptosis, necrosis, and autolytic cell death: A cautionary
note. Hepatology 1995; 21: 1465-8.

Telford WG, King LE, Fraker PJ. Evaluation of glucocorti-
coid-induced DNA fragmentation in mouse thymocytes by
flow cytometry. Cell Prolif 1991; 24: 447-59.

Watamabe I, Toyoda M, Okuda J, Tenjo T, Tanaka K, Ya-
mamoto T et al. Detection of apoptotic cells in human colo-
rectal cancer by two different in situ methods: Antibody
against single-strained DNA and terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP-biotin nick end-labelling (TUNEL)
methods. Jpn J Cancer Res 1999; 90: 188-93.

Thornberry NA, Lazebnik Y. Caspases: Enemies within.
Science 1998; 281: 1312-6.

Benjamin CW, Hiebsch RR, Jones DA. Caspase activation in
MCEF7 cells responding to etoposide treatment. Mol Pharma-
col 1998 53; 446-50.

Van Engeland M, Ramaekers FCS, Schutte B, Reutelingsper-
ger CPM. A novel assay to measure loss of plasma membrane
asymetry during apoptosis of adherent cells in culture. Cyto-
metry 1996; 24: 131-39.

Wals GM, Dewson G, Wardlaw AJ, Levi-Schaffer F, Mogbel
R. A comparative study of different methods for the assess-
ment of apoptosis and necrosis in human eosinophils. J Im-
munol Methods 1998; 217: 153-63.

Direccién para correspondencia:

Ernesto Alfaro Moreno

Suddireccion de Investigaciéon Basica
Instituto Nacional de Cancerologia

Av. San Fernando 22, Tlalpan

14080, México, D.F.

Tel: 56280425

Fax: 56280432

Correo electronico: ealfaro@mail.ssa.gob.mx

Fecha de recepcion: 24/03/00.
Fecha de aceptacién: 25/05/00.



