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Resumen 

Se evaluó la ocurrencia de apoptosis en tejidos del tracto reproductor de machos 

ovinos clínicamente sanos, obtenidos en rastro y seropositivos con lesiones 

iniciales de epididimitis por B. ovis. Se trabajó con tres grupos de carneros entre 

18 y 24 meses de edad, el primer grupo de 25 carneros, clínicamente sanos, se 

muestrearon al momento del sacrificio en rastro, y se emplearon las muestras 

seronegativas a B. ovis (grupo control); el segundo grupo, 10 carneros sometidos 

a estrés y seronegativos a B. ovis (grupo experimental), y el tercer grupo, 8 

carneros positivos a B. ovis con lesiones características de epididimitis (grupo 

experimental). La apoptosis, en los tejidos del tracto reproductor del macho ovino, 

aún no ha sido descrita ni se ha descrito en otras especies; conocer las 

condiciones de este proceso bajo las condiciones propuestas, coadyuvará al 

estudio del complejo salud-enfermedad de este aparato. 

Las muestras se procesaron por el método de inclusión en parafina de rutina, se 

obtuvieron cortes de 4µm de espesor, los cuales se tiñeron con hematoxilina-

eosina (HE), naranja de acridina (NA) y TUNEL; las células con morfología 

sugerente de apoptosis se identificaron en la tinción de rutina HE y NA, y se 

confirmaron con la tinción de TUNEL. Se contaron las células positivas en al 

menos 10 campos no confluentes elegidos al azar de cada órgano. En vesícula 

seminal se contaron en promedio 5 células positivas, en ámpula del conducto 

deferente 1, en uretra 7, en próstata 1, en epidídimo 2, y en testículo no se 

demostraron células en apoptosis. Los datos fueron analizados con el programa 

Statgraphics. No se demostraron diferencias significativas en los conteos de 

células en apoptosis entre órganos ni entre los grupos con respecto a los órganos 

analizados. Estos resultados indicarían que la ocurrencia de apoptosis, en el tracto 

reproductor del macho, no fue afectada por el estrés y/o la infección por B ovis. 
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“CARACTERIZACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE APOPTOSIS EN EL TRACTO 

REPRODUCTOR DE CARNEROS CLÍNICAMENTE SANOS, ESTRESADOS E 

INFECTADOS CON Brucella ovis” 

Apoptosis, 

Vocablo griego que se compone de dos raíces: apo que significa separación o 

derivación, y ptosis que significa caída. Este era un término empleado en la 

antigua Grecia, para describir la caída de los pétalos de las flores, y la caída 

otoñal de las hojas de los árboles (1). Esta idea, deja claro el carácter fisiológico de 

la apoptosis; actualmente, cuando se habla de apoptosis, se hace referencia al 

proceso fisiológico de muerte celular, en el que la muerte ocurre de forma 

controlada, en respuesta a diversos estímulos (2) y se caracteriza por cambios 

morfológicos y bioquímicos. El fenómeno de apoptosis es uno de los principales 

procesos que mantiene el equilibrio de proliferación y muerte celular en todos los 

tejidos, lo que permite la conservación de la arquitectura de los mismos (1, 3, 4). 

Se ha señalado que este proceso de muerte celular programada es de vital 

importancia para los organismos multicelulares (5), ya que está íntimamente 

relacionado con los eventos de diferenciación celular, como el desarrollo 

embrionario, el sistema hematopoyético y la atresia folicular (6, 4); sin embargo, 

también se debe acotar que en ocasiones este programa de muerte celular, puede 

sufrir alteraciones, lo que lleva a la expresión de enfermedades neoplásicas, 

síndromes mielodisplásicos y enfermedades neurodegenerativas (2, 7, 8). 

Existen marcadas diferencias entre necrosis, y apoptosis. La muerte celular 

mediada por necrosis carece de un programa de regulación genética, es decir, se 

da como respuesta a estímulos dañinos, como hipoxia, agentes físicos, químicos, 

fármacos y biológicos; al microscopio ofrece una imagen caracterizada por 

núcleos picnóticos y tumefacción celular, la membrana celular esta 

desestructurada, lo que permite la liberación de enzimas citoplasmáticas al medio 

extracelular, y se activan mecanismos inflamatorios, estos cambios evidencian la 

culminación de la lesión celular irreversible (8). 
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En la apoptosis, la imagen microscópica observada es de condensación  

citoplasmática con disminución en el volumen celular (3), la membrana plasmática 

se aprecia intacta, y en el citoplasma eventualmente ocurrirá la inclusión de los 

organelos celulares, en lo que se denominan cuerpos apoptósicos, al no existir un 

desequilibrio en la permeabilidad de la membrana, las enzimas citoplasmáticas no 

son liberadas y no hay cambios inflamatorios en los tejidos adyacentes. Todos 

estos cambios morfológicos obedecen en el caso de la apoptosis, a la ejecución 

de un programa genético que supone, la activación de diferentes rutas y 

señalizaciones bioquímicas (2, 8). 

 

Figura 1. Comparación esquemática que señala diferencias morfológicas entre apoptosis y 

necrosis. Tomado de Lizalbé, 2007. 
(9)
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Hasta el momento se describe a la apoptosis como un proceso fisiológico, de 

carácter conservador (3), sin embargo también se reconoce que en ocasiones este 

proceso sufre alteraciones en su ejecución, lo que deriva en la expresión de 

enfermedades que afectan tanto al hombre como a los animales (3, 8, 10). 

El fenómeno de apoptosis es relevante en todos los organismos multicelulares (11) 

y ofrece particularidades entre cada órgano y sistema, son justamente estas 

particularidades lo que hace importante estudiar a la apoptosis desde diversos 

enfoques; por un lado, como mecanismo responsable del control de la 

proliferación celular, pero también como oportunidad de causar diversos 

padecimientos sí factores genéticos, ambientales o infecciosos pudieran alterarlo 

(12). 

La apoptosis en los tejidos y células de respuesta inmune del tracto reproductor 

del macho ovino aún no ha sido descrita, ni se ha descrito en otras especies, esto 

cobra importancia, ya que debido a la presencia de la barrera hematotestícular, 

puede implicar características especiales en el fenómeno. Conocer las 

condiciones de apoptosis en animales normales, coadyuvará al estudio del 

complejo salud-enfermedad de este aparato. 
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En el año de 1665 Robert Hooke describió a las células como cavidades o 

celdillas, en la estructura microscópica del corcho, (11) desde entonces múltiples 

investigadores realizaron importantes aportaciones, a lo que después se conocería 

como Teoría celular. 

El estudio de esta Teoría comprende también los procesos de muerte celular, 

Rudolf Virchow en 1858 describió la muerte celular por necrosis (12), después 

William Councilman en 1890 describe la presencia de cuerpos acidófilos 

vacuolados en hígados de pacientes con fiebre amarilla y posteriormente Robert 

Schröder en 1914, reporta el aspecto picnótico de los núcleos en células de las 

glándulas endometriales, dos o tres días antes del inicio de la menstruación. En 

1965, el patólogo australiano John Kerr y colegas, realizan la descripción detallada 

de este tipo de muerte celular, llamándola “necrosis por encogimiento”. En 1972, 

este mismo grupo de investigadores publicó un artículo en el cual afirmaban que el 

mismo tipo de muerte celular ocurría no sólo durante los procesos de 

embriogénesis, sino que se mantenía constante a lo largo de toda la vida, de igual 

manera proponían que una iniciación inadecuada de este proceso, o su inhibición, 

podría contribuir a la presentación de diversas enfermedades; con este trabajo, se 

sientan las bases para el estudio formal de este fenómeno y son ellos también 

quienes sugieren el término hasta hoy empleado: apoptosis (13, 1, 7). 

En la década de los 80’s, Sidney Brenner y su equipo inician los estudios 

correspondientes a los mecanismos moleculares que regulan el proceso de 

muerte celular (14), los estudios genéticos tuvieron como modelo biológico al 

nematodo Caenorhabditis elegans; gracias a estos trabajos, se identificaron 

algunos de los genes involucrados en el control de la apoptosis, dejando en claro 

la importancia de este proceso y sentando las bases para estudios posteriores, en 

los que eventualmente se identificaron también a los genes homólogos en 

humanos, que tienen la facultad de inhibir o iniciar la apoptosis. 
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En medicina veterinaria no existen trabajos acerca del papel de la apoptosis en el 

tracto reproductor de machos clínicamente sanos, en ninguna especie. Conocer 

este aspecto, podría coadyuvar al estudio del proceso de salud-enfermedad en 

este aparato. 

3. Tracto reproductor del carnero 

El aparato reproductor del macho se encuentra conformado por testículos, 

glándulas accesorias y pene. Cada uno de estos órganos poseen características 

particulares, que comprenden diferencias histológicas y funcionales (15). 

 

Figura 2. Esquema del tracto reproductor del carnero, vista lateral. Tomado de Bearden & Fuquay. 

1982 
(16)

. 

3.1 Testículos. 

En la vida embrionaria, los testículos son gónadas indiferenciadas derivadas de 

las crestas urogenitales y se encuentran a ambos lados de la línea media entre los 

mesonefros y el mesenterio dorsal (17, 18). Las gónadas de hembra y macho, tienen 

en común tres orígenes: 
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 Mesodermo intermedio que formará las crestas urogenitales en la pared 

abdominal posterior. 

 Epitelio mesodérmico (mesotelio celómico) que tapizará las crestas 

urogenitales.  

 Células germinales primordiales que migraran desde el saco vitelino hacia 

las gónadas en desarrollo, donde se dividen y diferencian en 

espermatogonias (18). 

3.1.1 Diferenciación gonadal. 

El sexo genético se determina en el momento de la fecundación, por la presencia 

o ausencia del cromosoma Y. El sexo gonadal está determinado por el gen SRY; 

la presencia de una proteína específica que se une al DNA, llamada factor 

determinante testicular (TDF) y codificada por el gen SRY, es la causa directa del 

desarrollo y la diferenciación testicular 
(18)

. 

La diferenciación gonadal comienza con la migración de las células germinales 

primordiales desde el endodermo del intestino y el epitelio del saco vitelino, a 

través del mesenterio hasta las crestas urogenitales, esta migración induce la 

proliferación de las células mesodérmicas de las crestas urogenitales y las células 

del mesotelio celómico para que se desarrollen los cordones sexuales primitivos, 

posteriormente estos primordios se diferencian en los cordones testiculares que 

darán origen a los túbulos seminíferos y los túbulos rectos; la rete testis se deriva 

del mesonefros, al igual que los conductos eferentes. Las células de Leydig, 

derivan del mesénquima que separa los cordones testiculares, estas células son 

las responsables de la producción de testosterona, hormona que estimula el 

desarrollo del primordio indiferente en testículo. Las células de Sertoli se 

desarrollan en los cordones testiculares, y comienzan a producir el factor inhibidor 

mülleriano (MIF), este factor es una glucoproteína que inhibe la división celular de 

los conductos paramesonéfricos (de Müller). El desarrollo y la diferenciación de los 

genitales externos ocurren de manera paralela, y ocurre por el efecto de la 

dihidrotestosterona (DHT) (17). 
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En vida adulta, los testículos se ubican dentro de la bolsa escrotal, rodeados por 

músculo liso (túnica dartos), fascia y peritoneo y son glándulas de función 

endocrina y exocrina. 

En el testículo se diferencian la túnica albugínea, septos de tejido conectivo y el 

mediastino testicular. Histológicamente se encuentran lobulillos testiculares, a su 

vez formados por túbulos seminíferos que es el sitio donde se producen los 

espermatozoides y un estroma compuesto por células intersticiales de Leydig que 

son las responsables de la producción de testosterona. El epitelio de los túbulos 

seminíferos está compuesto por las células de Sertoli (sustentaculares) y por las 

células del epitelio germinativo, que tras divisiones celulares sucesivas, darán 

origen a los espermatozoides (19). En los túbulos seminíferos también existe una 

estructura llamada Barrera hematotestícular, formada por la unión de las células 

mioides, y por uniones celulares de tipo zonula occludens entre las células de 

Sertoli; esta barrera de permeabilidad selectiva es responsable entre otras cosas, 

de mantener a las células germinales aisladas del sistema inmune (17).  

3.2 Epidídimo  

Es una estructura tubular adyacente al testículo, en la que se distinguen tres 

regiones anatómicas: cabeza, cuerpo y cola, que se continua con el conducto 

deferente; la última porción de este conducto, corresponde a las ámpulas del 

conducto deferente, dilataciones con estructuras glandulares. En el epidídimo se 

llevan a cabo funciones de transporte, maduración y almacenamiento de 

espermatozoides. Su epitelio es columnar, estereociliado y seudoestratificado (18, 

15, 17). 

3.3 Uretra 

Es la continuación del sistema de conductos que se originan en la vejiga urinaria y 

abre al exterior. Su función es la de transporte tanto de material seminal como de 

la orina. El material seminal llega a la uretra en su porción pélvica en el colículo 

seminal que es el ápice de la cresta uretral; en este punto, se abren en la uretra 

los conductos deferentes, las glándulas vesiculares y algunos conductos 
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prostáticos. Histológicamente, se reconoce la presencia de tejido eréctil y de 

glándulas tubulares, de secreción mucosa, también llamadas glándulas uretrales 

(15). 

3.4 Pene  

Anatómicamente se reconocen tres componentes: raíz, cuerpo y glande. 

Histológicamente, se define la presencia de dos cuerpos cavernosos y un cuerpo 

esponjoso. Su función es la de expulsar la orina y permitir el transporte y depósito 

del material seminal durante la cópula (18). 

3.5 Glándulas accesorias 

Las glándulas accesorias del carnero son: vesícula seminal, ámpulas del conducto 

deferente, glándula bulbouretral y próstata diseminada. En conjunto, estas 

glándulas se encargan de secretar una serie de sustancias como fructosa y 

aminoácidos, que entre otras funciones, coadyuvan a la limpieza del conducto 

uretral antes de la eyaculación, además de ser secreciones con elementos 

nutritivos para los espermatozoides en el interior del conducto genital de la hembra 

(17; 15). 

3.5.1 Ámpula del conducto deferente 

Es un ensanchamiento del conducto deferente. Su organización histológica es de 

glándula tubuloalveolar, revestida por un epitelio columnar simple. Su secreción 

coadyuva al transporte de los espermatozoides (18). 

3.5.2 Próstata 

En los carneros, la próstata se encuentra de manera diseminada sobre la cara 

dorsal de la uretra pélvica, y se extiende en sentido caudal hasta los conductos de 

las glándulas bulbouretrales (20). La secreción prostática en los rumiantes, 

representa del 4 al 6% del volumen total del eyaculado (18). Su organización es 

tubuloalveolar compuesta, y está revestida por epitelio cuboidal simple. El sistema 
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de conductos está revestido por un epitelio columnar simple, y sus alveolos están 

rodeados por tejido conectivo laxo de la lámina propia (15). 

3.5.3 Glándulas bulbouretrales 

Glándula par ubicada en posición dorsal a la uretra; la secreción de esta glándula 

constituye la fracción del preeyaculado, que se encarga de limpiar y lubricar la 

uretra. Al microscopio, se aprecia una organización tubuloalveolar, con un epitelio 

columnar simple, el sistema de conductos está revestido por un epitelio columnar 

seudoestratificado, y la cápsula del órgano es de tejido conectivo denso, que se 

continúa como componentes septales (18, 15). 

3.5.4 Vesícula seminal 

Son resultado de las invaginaciones del conducto deferente distal a la ampolla (17). 

Se constituyen de un epitelio columnar seudoestratificado, de una túnica muscular 

de capas circulares internas y longitudinales externas, finalmente posee una túnica 

adventicia de tejido conectivo laxo (15). Los productos de secreción de la glándula 

vesicular, son principalmente fructosa, que es el sustrato metabólico principal de 

los espermatozoides, además de aminoácidos, ácido ascórbico y prostaglandinas 

(17)
. 

3.6 Mecanismos reguladores de la muerte celular programada 

El fenómeno de apoptosis se encuentra estrechamente controlado por 

mecanismos moleculares que si bien es cierto, son activados por vías distintas, en 

última instancia culminan en la activación de diversas moléculas, entre ellas las 

caspasas; estas enzimas intracelulares, se encargan de la promoción y ejecución 

de algunas fases de este proceso. El código genético responsable de la iniciación 

y ejecución de la apoptosis, codifica estas proteínas intracelulares fundamentales 

para inducir la muerte celular (2). Se conocen dos mecanismos iniciadores de la 

apoptosis: 

 Vía extrínseca 

 Vía intrínseca 
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3.6.1 Vía extrínseca  

También llamada muerte iniciada por el receptor, pues involucra interacciones 

mediadas por receptores transmembranales. Esta vía de iniciación de apoptosis, 

se caracteriza por que sus receptores son parte de la superfamilia del Factor de 

necrosis tumoral (TNF); estos receptores poseen un dominio de muerte 

citoplasmático; gracias a este dominio, son factibles las interacciones proteína-

proteína; estas interacciones provocan la formación de ligandos externos, que 

favorecen que los receptores de TNF formen sitios de unión para las proteínas 

adaptadoras, éstas, a su vez, reclutan y activan múltiples moléculas de caspasas 

(8, 21). 

Las principales proteínas que regulan la inhibición o activación de las caspasas 

son miembros de la familia Bcl-2, que codifica proteínas intracelulares; entre estas 

proteínas se jerarquizan bax y bak. 

3.6.2 Vía intrínseca 

Se le llama vía intrínseca o mitocondrial, esta vía de apoptosis se presenta cuando 

el metabolismo respiratorio de la célula es dañado (8). Se inicia con la liberación de 

sustancias proapoptóticas, como el citocromo c, y/Smac/DIABLO, desde la 

mitocondria hacia el citosol; la función de estas sustancias es  activar la cascada 

de apoptosis mediante la inhibición y sustitución en la membrana mitocondrial de 

proteínas antiapoptóticas, las familias más importantes de estas proteínas son la 

familia IAPs, BCL-2, y FLIP. La sustitución de las sustancias antiapoptóticas, 

genera la liberación de proteínas activadoras de caspasas, que se encargaran de 

degradar algunos componentes del citoesqueleto y membrana citoplasmática, 

algunas otras, activaran endonucleasas y topoisomerasas (DNAsa activada 

dependiente de Ca++ y Mg++) que se encargan de la fragmentación del DNA, en el 

patrón característico de 180 a 200 pb (1, 21). 

La familia IAPs es regulada por Smac, es decir, el complejo Smac funciona como 

una molécula pro-apoptótica al comportarse como un regulador negativo de las 

IAPs.  
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La familia BCL-2 regula la permeabilidad de la membrana mitocondrial y por tanto, 

la liberación del Citocromo-C. Esta familia tiene entre sus miembros, moléculas de 

función pro y anti-apoptosis; Bcl-2 y Bcl-XL se ubican en la membrana externa 

mitocondrial, inhibiendo la liberación del citocromo C, mientras que Bad, BID, Bax 

y Bim, se ubican en el citosol y se translocan a la mitocondria, una vez recibida la 

señal de apoptosis, promoviendo la liberación del citocromo C (1). La familia FLIP 

también inhibe la apoptosis, principalmente la inducida por los receptores Fas y 

TNFR1.  

 

Fig. 3. Esquema de las dos vías de señalización de apoptosis. Tomado de Mitchell, 2007 
(8)

. 

3.7 Morfología y fases de la apoptosis 

Morfológicamente, se describen tres fases de la apoptosis: reducción del volumen 

celular, formación de cuerpos apoptóticos que contienen a los organelos intactos y 
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finalmente la degradación de las vesículas apoptóticas (22). Estos cambios visibles 

al microscopio, se acompañan de cambios bioquímicos en función de la vía 

utilizada, mismos que se pueden evidenciar con inmunohistoquimica y 

citofluorometría (1). 

3.7.1 Fase de iniciación. 

Los iniciadores de la apoptosis pueden ser hormonas, citosinas, microorganismos, 

fármacos y/o radiaciones; estos inductores activaran cualquiera de las dos vías 

descritas; en el caso de la vía extrínseca, se formaran ligandos y se acoplaran 

proteínas, que a su vez activarán diversas caspasas, mientras que en la vía 

intrínseca, la señal de inicio es la liberación de proteínas proapoptóticas de la 

matriz mitocondrial, mismas que activaran otras cascadas de caspasas. 

3.7.2 Fase de ejecución. 

Los mayores cambios bioquímicos y morfológicos ocurren en esta fase. Los 

niveles de Ca++ intracelular aumentan por la entrada de este ion desde el exterior, 

y por su liberación desde mitocondrias y el retículo endoplásmico; este Ca++ activa 

algunas endonucleasas y proteasas, que modifican proteínas del citoesqueleto y 

de la matriz nuclear, esto provoca la escisión internucleosomal del DNA y al 

microscopio se observa uno de los primeros cambios morfológicos, la disminución 

del volumen celular y bioquímicamente, la degradación del material genético en 

fragmentos de 180 a 200 pb (3).  

Posteriormente, la célula en apoptosis condensa el material genético fragmentado, 

y forma un número variable de vesículas, estas vesículas son evaginaciones de la 

membrana plasmática, contienen parte de la cromatina, algunos organelos 

celulares intactos y reciben el nombre de cuerpos apoptóticos. Esta fase, es visible 

al microscopio óptico. 

3.7.3 Fase de eliminación. 

La eliminación de los cuerpos apoptósicos es un proceso rápido y eficiente, 

realizado por células fagocíticas, aunque las células dendríticas, epiteliales y 
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fibroblastos también pueden eliminar a las células que han sufrido apoptosis. El 

hecho de que las células que sufrieron apoptosis sean eliminadas por uno u otro 

tipo celular, depende en gran medida, del mecanismo de reconocimiento que 

estas células empleen. La literatura indica que este evento involucra diversos 

receptores que podrían actuar de forma aislada, simultánea o en secuencia. Uno 

de los mecanismos de reconocimiento más estudiado, es la exposición en la 

membrana externa de moléculas de fosfatidilserina, consecuencia de la pérdida de 

simetría en la membrana celular (1). 

3.8 Genes moduladores de la apoptosis 

El inició de la muerte celular programada, es un proceso complejo, que depende 

de la activación sistemática de un grupo de genes, que a grandes rasgos se 

podría mencionar, codifican proteínas con funciones particulares; fragmentación 

de DNA, modificación del citoesqueleto y regulación de la muerte celular. Además, 

gracias a los estudios realizados en C. elegans, también se pudieron identificar 

algunas de las mutaciones que afectan este proceso. 

A partir del estudio de apoptosis en C. elegans, se logró identificar a ced-3 y ced-

4, genes que en ausencia evitan la muerte; por otra parte ced-9 funciona como 

regulador negativo de apoptosis. Cuando ced-9 presenta mutaciones que lo 

inactivan, las células que regularmente sobrevivirían, no lo hacen; pero si ced-9 se 

expresa en exceso, entonces células que no deberían sobrevivir, sobreviven (23, 24).  

En mamíferos, se identificaron los genes homólogos de ced-3, ced-4, y ced-9. 

Cada uno de estos genes, está relacionado con la expresión de proteínas 

reguladoras de apoptosis; ced-4 (Apaf-1 en mamíferos) y ced-9, en mamíferos 

está relacionado a la expresión de la familia Bcl-2, algunos miembros de esta 

familia actúan como inhibidores de la activación de caspasas, mientras que otros, 

promueven la apoptosis (5, 24). 

Otras vías de inhibición de la apoptosis, se pueden apreciar en el desarrollo del 

sistema nervioso de los vertebrados, proceso en el cual, cerca del 50% de las 

neuronas, morirán por apoptosis, esto indica dos situaciones: que la mayoría de 
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las células en los animales superiores están programadas para sufrir apoptosis, y 

que, aquellas que sobreviven al desarrollo y remodelación, han recibido una 

cantidad suficiente de señales de supervivencia; estas señales de supervivencia 

son modulados por estímulos de crecimiento extracelular, o bien, a través de 

interacciones célula-célula (5). 

El gen de la proteína p53, es el modulador responsable de las funciones de la 

familia Bcl-2. En recientes estudios, p53 es señalado como un gen de suma 

importancia, debido a que actúa en procesos tan diversos como la detección de 

daño en el ADN, lo que detendrá el ciclo celular para reparar el material genético, 

pero también p53 es responsable de la iniciación de la apoptosis, cuando este 

daño no puede ser reparado (5, 22).  

3.9. Apoptosis, su importancia en los procesos de enfermedad 

Ya se señaló el carácter fisiológico del proceso de apoptosis, pues participa en 

eventos como la diferenciación embrionaria, la maduración de células sanguíneas 

y la destrucción de células de respuesta inmune y por lo mismo es importante 

acotar que cuando este mecanismo conservado sufre alteraciones, entonces es 

factible el desarrollo de diversos padecimientos que afectan tanto al hombre como 

a los animales (3). 

El ejemplo más recurrido es el cáncer, padecimiento que se define como la 

proliferación celular excesiva, sumada a la “incapacidad” de las células para morir; 

algunos estudios, señalan que en el 50% de los pacientes con diferentes tipos de 

cáncer, el gene que codifica para la proteína p53, se encuentra mutado; la 

importancia de este gen, radica en su actividad en el control del ciclo celular, la 

integridad del ADN, y la supervivencia de las células que han sido expuestas a 

agentes dañinos; este dato deja en claro la importancia de conocer la señalización 

de la apoptosis, así como las posibles mutaciones que modifican la vía y por ende, 

la respuesta en el organismo ante diversos estímulos (25). 
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3.9.1 Apoptosis, inducida o inhibida por microrganismos 

Desde el momento en que el equipo del Dr. Kerr catalogó a este fenómeno celular, 

como un mecanismo capaz de regular las poblaciones celulares animales, se 

vislumbró también la opción de que pudiera ser modulado por una gran variedad 

de estímulos ambientales, fisiológicos y patológicos (13). A pesar de lo prematuro 

de la idea, con el pasar del tiempo y el avance en las investigaciones, se ha 

podido determinar que la apoptosis es un mecanismo íntimamente relacionado 

con los procesos de salud y enfermedad en el organismo (3, 22).  

En la década de los años 80’s, los trabajos del Dr. Brenner, demostraron que la 

apoptosis, además de ser un proceso genéticamente controlado y por tanto, 

altamente preservado en la evolución; era susceptible a presentar fallas, debido a 

mutaciones en los genes moduladores hasta ese momento conocidos, este 

conocimiento se logró mediante la generación de modelos knockout en larvas de 

C. elegans (14). 

Ya en la década de los 90’s, los trabajos sobre apoptosis, contemplaban también 

su interacción con diversos microrganismos, entre ellos el virus del SIDA (22), 

mencionando que existía un mecanismo que disparaba la muerte celular de los 

CD4+, y la depresión inmune consecuente que caracteriza a la infección por este 

virus.  

El fenómeno de apoptosis, y su modulación por agentes infecciosos aún no está 

del todo definido, se sabe que en el caso de bacterias Gram negativas, la 

presencia del LPS juega un papel muy importante en la interacción con el 

hospedero y su sistema de defensa; con respecto a Brucella, los estudios se han 

centrado en la identificación de factores que afectan el trafico intracelular y la 

multiplicación de la bacteria en el interior de células fagocíticas y no fagocíticas, lo 

que le permite multiplicarse e invadir a nuevas células; hasta el momento, no se 

han descrito factores de virulencia clásicos como exotoxinas, plásmidos, 

citolisinas, cápsula, fimbria, flagelos, fagos lisogénicos, formas resistentes, 

variación antigénica, lipopolisacárido endotóxico o inductores de apoptosis; sin 
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embargo, recientemente se ha identificado un sistema de secreción de tipo IV 

(VirB) y se sabe que su presencia es esencial para la supervivencia y la 

multiplicación intracelular, ya que controla la maduración del fagosoma (26) 

 

Otro eje estudiado en Brucella, es el polisacárido O (perosamina), que además de 

servir como referencia taxonómica obligada, también protege a la bacteria del 

fagolisosoma e inhibe la apoptosis de la célula hospedadora (27, 28) 

 

3.10 Técnicas empleadas en la detección de apoptosis 

El proceso de apoptosis es complejo, y por tanto, la metodología usada para su 

identificación, debe ser cuidadosa; ninguno de los métodos existentes, cuando se 

usa individualmente es capaz de proporcionar exactitud en la detección de todas y 

cada una de las fases de la apoptosis. En 2007, Elmore, realizó una clasificación 

para los métodos de detección de apoptosis, todos los métodos enlistados, 

presentan ventajas y desventajas, de índole técnico-científico así como costo-

beneficio, esto en función del objetivo de medición que se tenga propuesto (21, 22). 

Tabla 1. Clasificación de Elmore para el estudio comparativo de la apoptosis. Modificado de 

Martínez, 2009 
(21)

. 

CATEGORÍA TÉCNICAS MÁS UTILIZADAS 

Alteraciones citomorfológicas. Microscopia: HE, NA, DAPI, Tunel. 

Fragmentación del ADN. Electroforesis en gel de agarosa. 

Detección de caspasas, fragmentación de sustratos, 

reguladores e inhibidores. 

Western bloot, Inmunoprecipitación e 

Inmunohistoquímica. 

Alteraciones de membrana. Anexina V conjugada. 

Ensayos mitocondriales. Citometría de flujo con: Rodamina 

 

3.10.1 Microscopia 

La realización de cortes histológicos y su posterior tinción con HE, y algunas otras 

tinciones, permite evaluar si está presente o no el fenómeno, sin embargo no es 

una evaluación definitiva debido a que solo es factible observar la fase “de 

burbujeo” de las células en apoptosis, por lo tanto se usa como una tinción 
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cualitativa, además de ser útil en el diagnóstico de lesiones necróticas que 

eventualmente podrían darnos falsos positivos en posteriores tinciones, el HE 

resulta ser una técnica sumamente rápida y económica (21). 

3.10.2 Naranja de Acridina 

Es un colorante vital de tejidos y ácidos nucleicos (29). Está técnica originalmente 

se diseñó para observar bacterias en muestras de suelos, hoy en día es muy 

aplicada en el laboratorio de microbiología para detectar bacterias en frotis de 

líquidos y exudados (30). Podríamos considerarla de tipo cualitativo, ya que al teñir 

el DNA expuesto, ya sea por mitosis, necrosis o apoptosis puede generarnos 

falsos positivos.  

3.10.3 Electroforesis del DNA 

Es un método cualitativo, evidencia la fragmentación de la cromatina, permitiendo 

así la visualización del patrón de escalera, mientras que en el caso de la necrosis, 

la misma prueba demuestra un patrón de barrido. El material genético obtenido de 

la extracción, a partir de tejidos, cultivo celular o cultivos bacterianos, deberá ser 

colocado en un gel de agarosa con densidad de 1% a 2% y se tiñe con bromuro 

de etidio. Una desventaja de esta técnica es que para poder visualizar el patrón de 

escalera, característico de la apoptosis, se necesita cerca de un millón de células 

en apoptosis por cm2; cuando la cantidad de apoptosis en el tejido a estudiar, es 

menor a esto, el material genético extraído, es visible en el gel, pero no con el 

patrón de escalera (3, 21). 

3.10.4 Inmunohistoquimica 

La detección de moléculas que actúan desde los primeros momentos del 

fenómeno, ha resultado de gran utilidad; ya que representa la posibilidad de 

evaluar la presencia de productos y subproductos bioquímicos, que han 

demostrado estar altamente correlacionados con la señal de inducción de 

apoptosis, por tanto, se puede considerar como un método confiable; para esta 

técnica, se emplean diversos anticuerpos específicos que identificarán proteínas 
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presentes en el proceso de apoptosis, un ejemplo de estos marcadores son: FAS 

(CD95), FaSL (CD95L), caspasas, y p53 (1, 31). 

Otro ensayo en la detección de cambios primarios del proceso de apoptosis, es el 

que se realiza con el conjugado de Anexina V. El fundamento de esta técnica es 

que uno de los cambios más tempranos, es la pérdida de simetría en la membrana 

citoplasmática, lo cual permite que la fosfatidilserina que originalmente se 

encuentra orientada hacia el espacio intermembranal, sea expuesta y por tanto, 

pueda ser marcada por la Anexina V (21, 31, 32). 

3.10.5 TUNEL 

La degradación de material genético que realizan las endonucleasas, genera 

fragmentos 3’OH libres; lo que permite visualizar la incorporación de nucleótidos 

marcados en los extremos de las roturas existentes en el DNA. La reacción se 

cataliza, in situ, mediante la acción de una transferasa terminal. Esta enzima 

incorpora deoxiuridina modificada con biotina o digoxigenina, en el extremo 3’–OH 

de la cadena afectada. Posteriormente, los nucleótidos modificados se detectan 

tras una reacción con un anticuerpo conjugado con un fluorocromo como molécula 

trazadora. El nucleótido incorporado puede estar directamente marcado con el 

fluorocromo (32). La desventaja de esta técnica, además del costo elevado, es la 

posibilidad de falsos positivos con necrosis (3, 21). 

 

3.10.6 Citofluorometría (citometría de flujo) 

Esta técnica contempla tres apartados: 

a) Detección de moléculas. Se utilizan anticuerpos acoplados a algún 

fluorocromo, que reconocen y marcan a alguna de las moléculas 

involucradas en el proceso: Fas (CD95), FaL (CD95L), Bcl-2 y p53. 

b) Análisis del ciclo celular. Utiliza fluorocromos (PI, DAPI, NARANJA DE 

ACRIDINA) que se intercalan de manera estequiométrica en el DNA, de 

esta manera es posible cuantificar el material genético presente en cada 
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célula, y así determinar la fase del ciclo celular en la que se encuentran. La 

desventaja de esta técnica, es que identifica fases muy tardías de la 

apoptosis, tomando en cuenta que la ventana de observación de este 

proceso es de aproximadamente dos horas, esta técnica es inapropiada 

para evaluar sistemas in vivo.  

c) Determinación de la activación de caspasas. Emplea los sustratos 

correspondientes a la enzima que se desea identificar, añadiendo 

moléculas fluorogénicas, cuando la enzima esta activa, actúa sobre el 

sustrato correspondiente, liberando así a la molécula flurogénica y 

haciéndola evidente en el citofluorómetro. 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo IV. 

JUSTIFICACIÓN 
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El proceso de apoptosis en los tejidos tiene implicaciones de regulación y 

homeostasis, dado que no se conoce la dinámica del proceso en el tracto 

reproductor del macho ovino clínicamente sano, se considera importante 

caracterizar y cuantificar la apoptosis en los distintos órganos y las poblaciones 

celulares, sus posibles efectos y orígenes, así como su papel en los procesos de 

salud-enfermedad del tracto reproductor del macho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo V. 

 OBJETIVOS 
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OBJETIVO GENERAL 

 Conocer la ocurrencia de apoptosis en tejidos del tracto reproductor de 

machos ovinos clínicamente sanos, estresados e infectados con B. ovis, 

obtenidos en rastro. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 Evidenciar la apoptosis mediante la técnica de hematoxilina-eosina en los 

tejidos sanos del tracto reproductor de machos ovinos. 

 

 Cuantificar la apoptosis con el colorante naranja de acridina y la técnica de 

TUNEL en el tracto reproductor de machos ovinos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo VI. 

 HIPOTESIS 
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La presencia de figuras sugerentes de apoptosis en el tracto reproductor del 

carnero puede modificarse según la condición funcional y de salud del 

mismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo VII. 

MATERIAL Y MÉTODOS 
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7.1 Material biológico 

Se realizaron visitas periódicas al rastro, y se obtuvieron sangre y los tractos 

reproductores completos de carneros. El primer grupo se conformó de 25 machos 

clínicamente sanos, entre 18 y 24 meses de edad, se realizaron pruebas de IDD, y 

se emplearon las muestras seronegativas a B. ovis; el segundo grupo, 10 carneros 

sometidos a estrés por dominancia (recuperados de grupos experimentales) 

seronegativos por IDD a B. ovis y el tercer grupo, 8 carneros positivos por IDD a B. 

ovis y con lesiones características de epididimitis, provenientes de Fundación 

Zacatecas Produce.  

7.2 Diagnóstico serológico 

Inmediatamente después del sacrificio se recolectó sangre completa para 

obtención de suero. El procedimiento de diagnóstico se realizó de acuerdo a la 

NOM-041 Campaña Nacional contra la Brucelosis en los Animales; mediante 

Inmunodifusión doble en gel de agarosa, con antígeno especifico de B. ovis (33). 

7.3 Lectura de laminillas 

Se evaluaron las laminillas obtenidas primero con la tinción de Hematoxilina-

eosina (HE), y aquellos órganos que presentaron imágenes sugerentes de 

apoptosis, fueron después teñidos con Naranja de acridina (NA). 

La imagen característica de apoptosis en HE es la condensación citoplasmática, 

disminución del volumen celular y evaginación de la membrana celular; esto se 

traduce en estructuras vesiculares que contienen material citoplasmático y 

organelos (cuerpos apoptósicos). En la tinción de NA se contabilizaron de forma 

aleatoria 10 campos no confluentes de cada órgano, tomándose en cuenta como 

criterios positivos sugerentes de apoptosis, la disminución del volumen celular y la 

fluorescencia. 
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Se realizó la tinción de TUNEL solamente en aquellos órganos positivos a la 

tinción de NA. Para la lectura de esta última tinción, los criterios de positividad 

fueron también la presencia de marca fluorescente de cuerpos apoptósicos y la 

disminución del volumen celular. 

La evaluación de las laminillas con tinción de HE, se realizó en microscopio óptico; 

mientras que la tinción de NA y TUNEL, fue evaluada en un microscopio de 

fluorescencia Carl Zeiss, cámara Evolution VF Cooled color MediaCybernetics y el 

programa Qcapture Pro version 6.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo VIII. 

RESULTADOS 
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A continuación se presentan los resultados serológicos por IDD obtenidos para 

cada grupo. 

Tabla 2. Resultados serológicos obtenidos para cada grupo experimental. 

Grupo 1 

seronegativos por IDD a B. ovis 

Macho IDD 

Macho 1 Negativo 

Macho 2 Negativo 

Macho 3 Negativo 

Macho 4 Negativo 

Grupo 2 

estresados y seronegativos por IDD 

a B. ovis 

Macho 1 Negativo 

Macho 2 Negativo 

Macho 3 Negativo 

Macho 4 Negativo 

Macho 5 Negativo 

Macho 6 Negativo 

Grupo 3 

seropositivos por IDD a B. ovis 

Macho 1 Positivo 

Macho 2 Positivo 

Macho 3 Positivo 

Macho 4 Positivo 

Macho 5 Positivo 

 

Una vez que la serología fue comprobada y se verificó que los órganos 

recolectados estuvieran completos, se conformaron los grupos correspondientes y 

se comenzó la elaboración de laminillas con tinción de HE, posteriormente se 

realizó NA y por último TUNEL. 

Cada una de las tinciones realizadas fue usada como criterio de exclusión para la 

siguiente, de tal suerte que el número de animales en cada grupo fue 

disminuyendo, como se muestra en la tabla 3. 

Tabla 3. Muestra la exclusión de machos en cada grupo, a lo largo del proyecto. 
Grupo experimental HE NA TUNEL 

Grupo 1  25 4 2 

Grupo 2 10 6 2 

Grupo 3 8 5 2 
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Se realizó el conteo (Tablas 4 y 5) y el promedio de células en apoptosis (Tabla 5) 

en al menos 10 campos no confluentes en cada órgano. Los datos se analizaron 

con el programa Statgraphics multiplex. 

La revisión de laminillas con tinción de HE fue usada como primer criterio de 

exclusión para evaluar la normalidad de los tejidos. En las Figuras 4 y 5 se 

muestran fotografías obtenidas con la tinción de HE, en donde encontramos las 

imágenes sugerentes de apoptosis, se podrá apreciar la “fase de burbujeo” que 

corresponde a la inclusión de los organelos celulares, en lo que se conoce como 

cuerpos apoptóticos (8). 

La Tabla 4, resume los promedios de conteos de figuras sugerentes de apoptosis 

con la tinción de NA en los diferentes órganos analizados, mientras que en las 

Figuras 6 y 7 se observan imágenes de la tinción de NA con células que sugerían 

estar en apoptosis, es decir, aquellas que mostraron disminución del volumen 

celular y fluorescencia.  

En las Figuras 8 y 9 se aprecian las fotografías obtenidas con la tinción de TUNEL, 

misma que es confirmatoria de la presencia de apoptosis, nuevamente tomando 

como referencia la fluorescencia de los cuerpos apoptósicos y la disminución del 

volumen celular. En la Tabla 5 se resumen los hallazgos con TUNEL, en las dos 

últimas tinciones el mayor número de células sugerentes de apoptosis se presentó 

en vesícula seminal y uretra, pero los resultados no tuvieron significancia 

estadística (P= 0.28) 
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Tabla 4. Promedios de figuras apoptóticas en la tinción con NA en los diferentes órganos 

analizados de cada grupo. 
Grupo 

experimental 
Macho 

Vesícula 
seminal 

Ámpula Uretra Testículo Epidídimo Próstata Vejiga 

Grupo 1 

1 1 0 0 0 0 0 0 

2 13 0 0 0 0 0 0 

3 14 7 3 0 0 0 0 

4 2 2 0 0 0 0 0 

Grupo 2 

1 0 0 0 0 1 0 0 

2 1 3 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 7 0 0 

5 1 0 0 0 0 0 1 

6 0 0 0 0 2 0 0 

Grupo 3 

1 0 2 0 0 0 0 0 

2 3 0 0 0 0 0 0 

3 5 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 2 0 0 0 0 0 

 
Tabla 5. Promedios de figuras apoptóticas en la tinción de TUNEL. 

Grupo 
experimental 

Macho 
Vesícula 
seminal 

Ámpula Uretra Testículo Epidídimo Próstata Vejiga 

Grupo 1 
1 0 0 0 0 0 0 0 

2 3 0 0 0 0 0 0 

Grupo 2 
1 0 0 1 0 0 0 0 

2 0 1 3 0 1 0 0 

Grupo 3 
1 2 0 3 0 1 0 0 

2 0 0 0 0 0 1 0 
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Gráfica 1. Muestra el número de células en apoptosis observadas por órgano y grupo, con la técnica de 

TUNEL. 

 

 
Tabla 6. Muestra el promedio y la desviación estándar entre grupos, con respecto a la Gl. Vesicular. 

Grupos Órgano Promedio  y  DS 

Clínicamente sanos Gl. Vesicular       7.5         2.64 

Estresados Gl. Vesicular       0.33       0.72 

Naturalmente infectados Gl. Vesicular      1.6        1.52 
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Figura. 4. Tinción HE (400x). Epidídimo con imagen sugerente de apoptosis (flecha). 

 

 

Fig. 5. Tinción HE (400x). Se muestran figuras apoptóticas (flecha) en glándula vesicular de 
carnero naturalmente infectado. 
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Una vez comprobada la ausencia de focos necróticos, infiltrados celulares, y la 

presencia de puntos sugerentes de apoptosis, se realizó la tinción de NA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Glándula vesicular (NA) (400x), imagen sugerente de apoptosis (flecha). 

 

Figura 7. Ámpula del conducto deferente (NA) (400x). Imagen sugerente de apoptosis (flecha). 
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Figura 8. Tinción de TUNEL (400x), se muestra la glándula vesicular con marca positiva de 
apoptosis (flechas). 

 

Figura 9. Tinción de TUNEL (400x). Epidídimo  con marca positiva (flecha). 
 
 



   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo IX. 

 DISCUSIÓN 
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El órgano con mayor cantidad de figuras de apoptosis, fue la vesícula seminal, 

mientras el resto de órganos muestran apenas una marca positiva en TUNEL la 

vesícula seminal tiene hasta 3 marcas, sin embargo estas diferencias no 

resultaron estadísticamente significativas (P es de 0.28), quizás por la dispersión 

de resultados obtenidos. Las imágenes de apoptosis se observaron 

fundamentalmente en los epitelios glandulares y pueden corresponder a células 

epiteliales o a células de respuesta inmune en migración transepitelial. Sin 

embargo los conteos no se modificaron ni con la condición de estrés que moviliza 

neutrófilos al semen, ni con la infección natural con B. ovis. (Tabla 4); a diferencia 

de como ocurre en machos cabríos, que habiendo estrés, éste se traduce en un 

aumento de los niveles de cortisol, leucoespermia y en algunos casos 

modificaciones en la dinámica leucocitaria en sangre (34). Estudios recientes han 

demostrado que en el particular caso de los ovinos, se observa infiltración y 

migración de neutrófilos a través de uretra, ámpula y vesícula seminal; además de 

leucoespermia en animales clínica, serológica e histológicamente sanos; 

resultados que proponen no interpretarse como hallazgo de infecciones en el 

tracto reproductor de machos ovinos (35) 

Otros ensayos (13) mencionan que la apoptosis, al ser un proceso totalmente 

fisiológico, es susceptible a tener “fallas” y por tanto, está involucrado en el 

desarrollo de enfermedades. En las condiciones del tracto masculino, la barrera 

hemato-testicular relacionada a los epitelios, determina que la presencia de 

cuadros inflamatorios que dañen esta barrera eventualmente genere respuestas 

de carácter autoinmune. 

 

 

 



   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo X. 

CONCLUSIONES 
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No se encontraron diferencias significativas en los conteos de células en apoptosis 

entre órganos, poblaciones celulares o grupos. Sugiriendo que la ocurrencia de 

apoptosis en el tracto reproductor del carnero no sería modulada por factores de 

estrés o la infección crónica por B. ovis. 

Los resultados aquí presentados son parciales, pues La información recabada, 

aún deben ser contrastada con carneros desafiados con B. ovis y que a lo largo de 

la infección, fueran sometidos a estrés. 
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Procesamiento Histológico 

Del tracto reproductor, se obtuvo una muestra de cada órgano, ámpulas del 

conducto deferente, vesículas seminales, glándula bulbouretral, próstata 

diseminada, uretra pélvica, pene y prepucio, que se fijaron por inmersión en 

formalina amortiguada durante 24h a 4ºC. 

Las muestras fueron procesadas por el método de inclusión en parafina de 

rutina (Brancroft, 1990), se obtuvieron cortes de 4µm de espesor, los cuales se 

tiñeron con hematoxilina-eosina (HE) y naranja de acridina (NA) (Martins y col., 

2007). Las células con morfología sugerente de apoptosis se identificaron en la 

tinción de TUNEL. 

 

Tinción Hematoxilina Eosina 

Las laminillas obtenidas fueron teñidas con la técnica de rutina de Hematoxilina 

Eosina.  

Principio. 

        Coloración bicrómica que usa una hematoxilina como colorante básico, 

para las estructuras ácidas y una eosina como colorante ácido para las 

estructuras básicas.  

Fijación. 

        Cualquier buen fijador.  

Procedimiento. 

Desparafinar e hidratar  

Teñir con hematoxilina de Harris 3 minutos  

Lavar con agua corriente, 15 minutos  
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Diferenciar en alcohol ácido o/y carbonato de litio, 5 minutos  

Lavar en agua corriente, hasta que vire a color azul  

Enjuagar con agua destilada  

Teñir con eosina Carnegy, 10 minutos  

Deshidratar en etanol al 96 %, en dos pasos  

Deshidratar en etanol absoluto, en dos pasos, 5 minutos cada uno 

Aclarar con xileno, en dos pasos, 5 minutos cada uno  

Cubrir con medio de montaje sintético. 

Resultados   

Núcleos: negro - azul 

Citoplasma: tonos de rosa y naranja. 

La colección de laminillas teñidas con esta técnica, fue observada al 

microscopio, y basándose en su imagen e interpretación histológica, se realizo 

la selección para la tinción de Naranja de Acridina. 

 

Tinción Naranja de Acridina 

Fijación. 

        Cualquier buen fijador. 

Procedimiento. 

Desparafinar e hidratar  

Teñir con Naranja de Acridina 20 minutos 

Lavar con agua destilada 
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Deshidratar en etanol al 96 %, en dos pasos  

Deshidratar en etanol absoluto, en dos pasos, 5 minutos cada uno  

Aclarar con xileno, en dos pasos, 5 minutos cada uno  

Cubrir con medio de montaje sintético. 

Resultados   

Núcleos activos muestran fluorescencia.  

 

TUNEL 

Para evidenciar la fragmentación del DNA se utilizó el Kit para TUNEL (In Situ 

Cell Death Detection Kit, con fluoresceína, Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Germany). 

Incubar durante 20 minutos a 60° 

Desparafinar toda la noche en xileno 

Desparafinar 10 minutos en xileno 

Deshidratar en etanol (100°, 96°, 70°) 5 minutos en cada uno 

Lavar en agua destilada 5 minutos 

Amortiguar con citrato de sodio 0.1 molar pH6 (dar 3 pulsos de 30 segundos 

cada uno, con intervalos de 1 minuto, en microondas potencia media, y luego 

dejar reposar por 10 minutos) 

Permeabilizar con PBS Tritón 1 hora a 37° 

Lavar con PBS-T 

Lavar con PBS 
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Agregar la mezcla de TUNEL + cloruro de magnesio 50 mM (9:1) y agregar 33 

µl de enzima,  incubar a 4° toda la noche 

Lavar con PBS 

Cubrir con glicerogel y conservar a 4°. 

En el control negativo no se agrega la mezcla de TUNEL y en el control 

positivo se agrega solamente DNAsa I. Se contarán al menos 100 estructuras 

de cada muestra, el porcentaje final con fragmentación del DNA será referido 

como % de TUNEL positivo. 
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ABREVIATURAS 

HE Hematoxilina Eosina 

NA Naranja de Acridina 

TUNEL Terminal dUTP Nick End Labeling /Marcado del 

extreme libre por dUTP (desoxi-transferasa 

terminal) 

SRY Sex-determining region Y 

DNA Ácido Desoxirribonucléico 

TDF Factor determinante testicular 

MIF Factor inhibidor mülleriano 

DHT Dihidrotestosterona 

TNF Factor de necrosis tumoral 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

bax BCL2-associated X protein 

bak BCL2- antagonist / Killer 

Smac/Diablo Second mitocondrial activator of caspases / 

Direct IAP Binding proteins with low PI 

IAPs Inhibithors of apoptosis proteins / Proteínas 

Inhibidoras de Apoptosis 

FLIP FLICE (caspasa 8) – inhibitory proteins 

Bcl-XL B-cell lymphoma – extra large 

Bad BCL2-associated agonist of cell death 

BID BH3 interacting domain death agonist 

Bim Bcl-2 interacting mediator of cell death 

Fas Fatty acid synthetase (miembro de la 

superfamilia de TNF) 

TNFR1 Tumor necrosis factor receptor 1 

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor 1 

DAPI Diamino phenylindole 

IDD Inmuno difusión doble 
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