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lNTRODUCCION

La apoptosis es una forma activa de muerte celular programada genéticamente como respuesta a sefiales moleculares exter-
nas o internas, que fue ldennﬁcada debido a su caracteristica morfologia por Kerr y cols. en 1972 (1). A diferencia de la
necrosis celular, la apoptosis es un proceso activo que requiere la energia y la expresion de ciertos genes. ‘

La expresién morfolégica de la apoptosis se caracteriza por la condensacién de la heterocromatina nuclear, la disminu-
cién del tamafio celular y la condensacién citoplasfnética lo que da lugar a la imagen morfblégica que se conoce coino
cuerpo apoptdético. Es url proceso que ocurre con tanta rapidez que es dificil observarlo y cuantificarlo utilizando dnica-
mente la morfologia.

Los métodos de deteccién de la apoptosis se clasifican en dos tipos: a) métodos directos, que nos permiten objetivar la
presencia o ausencia de apoptosis en un determinado tejido, y b) métodos indirectos, que analizan la expresién de diferen-
tes genes que controlan este proceso (familia bel-2, p53, familia ICE, Eas, ete.).

TECNICA DE TUNEL

Un método directo itil para estudiar la apoptosis es la técnica de TUNEL (7dT- mediated dUTP-biotin nick end- labehng)
descrita por Gavrieli y cols. en 1992 (2). Durante la apoptosis las endonucleasas nucleares d1gleren el DNA gendémico en
fragmentos oligonucleosomales de aprommadamente 180-200 pares de bases, hecho que favorece la realizacion de esta
técnica. i

Los fragmentos de DNA se marcan mediante la incorporacién catalitica de 16-dUTP marcado en los extremos libres,
por medio de la enzima transferasa deoxinucleotidil terminal (TdT). La accesibilidad de la enzima a los puntos de rotura
del DNA estd dlsmmulda debido a las protemas nucleares (3) y a los procesos de fijacién de la muestra y posterior fijacién
en etanol (2, 4). Debido a'estos factores se han desarrollado diferentes métodos de desenmascaramiento para mejorar la sen-
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sibilidad de la técnica de TUNEL: incubacién con detergentes (triton X-100) (5), enzimas proteoliticas (proteinasa K
25 mg/ml en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente y dos lavados posteriores en PBS) (6, 7) y pretratamiento de
la muestra con microondas (370 W durante 5 minutos en coplin con 200 ml de citrato buffer 0,01 M, pH 6) (8, 9). |

Tras el desenmascarannento de los puntos de rotura del DNA se afiade la enzima TdT y 16-dUTP marcado mediante’
digoxigenina y anticuerpos frente a digoxigenina marcados con perox1dasa La reacci6n enzimitica se bloquea posterior-
mente mediante dos lavados de 5 minutos en NaCl 30 mM y 30 mM de citrato sédico. Posteriormente se lleva a cabo el
revelado de la peroxidasa como en cualquier técnica inmunohistoquimica: la unién de la peroxidasa se visualiza utilizando
H,0, al 0,03%, como sustrato, y diaminobencidina (1 mg/ml en Tris al 0,05 M, pH 7,6) como cromégeno. Las muestras se
contrastan con verde metilo o hematoxilina de Harris.

Cada laboratorio debe protocolizar y estandarizar los diferentes pasos (fijacién de la muestra, pretratamientos...) en la
técnica de TUNEL, ya que la concentracién 6ptima de los reactivos empleados en la técnica varfa de un tejido a otro. La
interpretacién de los resultados debe hacerse siempre y cuando los controles positivos y negativos que se realizan en cada
prueba‘? sean correctos, y en el caso del control positivo debe ser una sefial intensa nuclear. Es importante el empleo de con-
troles externos positivos y negativos, ya que con frecuencia esta técnica obtiene resultados falsamente positivos (dando
lugar a indices de apoptosis exageradamente elevados como para ser reales) y falsamente negativos.

Diversos autores, entre ellos Ansari y cols., han mencionado que la técnica de TUNEL es selectiva (mds que especifi-
ca) para los niicleos de las células en apoptosis, ya que éstas presentan un mayor grado de fragmentacién del DNA (10). Es
importante tener en cuenta el grado de fragmentacién, ya que puede darse fragmentacién de DNA en numerosas situacio-
nes bioldégicas o artefactuales, como por ejemplo:

a) Necrosis. ‘

b) Replicacidn, reparacién, recombinacién o compactacién-relajacién del DNA durante la mitosis.
¢) Fijacién de la muestra, inclusién en péraﬁna y corte histolégico del tejido.

d) Pretratamientos con detergentes y proteinasa K.

Mediante esta técnica se visualizan por medio de tincién nuclear aquellas células que presentan roturas de DNA carac-
teristicas de apoptosis. Incluso se detectan células con caracteristicas bioquimicas de apoptosis (rotura caracteristica del
DNA) y sin rasgos morfoldgicos celulares atin de apoptosis (preapoptosis) (2, 7).

En los tltimos afios se estd estudiando la apoptosis como un factor que participa en la patogénesis de numerosos pro-
cesos patolog1cos Los campos donde destaca el empleo de la técnica de TUNEL para el estudio de la apoptosis son:

» Patologfa cardiovascular: arterioesclerosis, 1squem1a miocdrdica, h1perten51on arterial, insuficiencia cardiaca (11-14).

. Patologla del trasplante: cardlaco renal y hepanco (15 18).

« Patologfa neuromuscular: enfermedades neurodegeneranvas tipo Parkmson, esclerosis multlple patologia isquémica y
miopatias (19, 20).

« Patologfa autoinmune: lupus eritematoso, artritis reumatoide, tiroiditis autoinmune, vasculitis (21-23).

* Patologia infecciosa (24, 25).

* Patologia oncoldgica (26-29).
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