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Procedimientos basicos de la prueba de
micronucleos y anormalidades nucleares en
células exfoliadas de mucosa oral
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RESUMEN. El estudio del riesgo laboral como consecuencia de la exposicion a residuos peligrosos debe ser
prioridad ya que en distintos &mbitos laborares se tiene contacto con productos mutagénicos, y en algunos ca-
so0s no se atiende a las medidas de seguridad necesarias. Por otro lado, los métodos utilizados en la evaluacion
de este riesgo frecuentemente son costosos, complicados e invasivos. Ante este panorama, la técnica de micro-
ndcleos y anormalidades nucleares en mucosa bucal, que consiste en observar al microscopio la morfologia de
las células epiteliales superficiales después de su toma, fijacion y tincion, ofrece una oportunidad en el moni-
toreo del dafio genético en las poblaciones con alto riesgo laboral por la exposicién a genotéxicos. La prueba es
rapida, sencilla, econémica, minimamente invasiva, relativamente indolora y bien aceptada por los pacientes;
ademas, no es necesaria la utilizacion de un cultivo celular, por lo que podria ser utilizada en el diagnéstico
precoz del dafio genotdxico derivado de la exposicion laboral o como prueba para monitorizar los efectos be-
néficos producidos por cambios en el estilo de vida o el efecto de algin medicamento en diversas patologias.
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ABSTRACT. The study of occupational risk from exposure to hazardous waste should be a priority since
several occupational environments require some contact with mutagenic products and in some instances
the necessary security measures are not followed. Furthermore, methods used to evaluate occupational
risk are often expensive, complicated and invasive. In contrast, the micronucleus assay (MN) and nuclear
abnormalities (NA) in oral mucosa allow microscopic observation of the morphology of surface epithelial
cells after collection, fixation and staining. This technique provides an opportunity to monitor the genetic
damage in populations with high occupational risks due to genotoxic exposure products, other than that
the test is quick, simple, affordable, minimally invasive, relatively painless and well tolerated by patients,
furthermore there’s no need for a cellular culture, for these reasons it could be used in the early diagnosis
of genotoxic damage resulting from occupational exposure or as a screening test to monitor beneficial effects
as a result of changes in life style or specific treatments in diverse pathologies.
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ANTECEDENTES

El nimero de publicaciones con relacion a la
prueba de micronucleos se ha incrementado
exponencialmente en afios recientes. Este feno-
meno se debe a diversos factores, entre los que
se incluyen la relativa sencillez de la prueba, el
hecho de que la obtencidén de la muestra es mini-
mamente invasiva y su costo bajo. Actualmente,
los micronucleos constituyen un biomarcador de
efecto genotoxico ya que éstos son cuerpos ex-
tranucleares que se formaron durante la mito-
sis en la transicion de metafase—anafase y pue-
den ser cromosomas completos rezagados por
dafio al uso mitdtico (efecto aneuploidégeno), o
bien fragmentos de cromosomas sin centromero
(dafio clastogénico); en cualquiera de los casos,
no lograron incorporarse a ninguno de los nd-
cleo de las células hijas.! Los micronucleos se
pueden diferenciar unos de otros por su tama-
fio? o la presencia del centrémero o cinetécoro.?
Estos eventos pueden ocurrir espontdneamente;
sin embargo, dichos fendmenos se incrementan
en presencia de ciertas condiciones enddgenas*®
0 exdgenas.”® Asi, la presencia de micronucleos
puede emplearse como indicador del efecto de
agentes mutagenos, genotoxicos o teratdgenos,
principalmente micronucleogénicos.*

El conteo de los micronucleos es llevado a
cabo facilmente en cualquier tejido que se divi-
da, como en el epitelio de mucosa bucal.”** Es-
pecificamente, los micronucleos observados en
células exfoliadas de tejido epitelial se forman
en las células de la capa basal que es donde se
lleva a cabo la division celular; éstas migran a
la superficie en el transcurso de cinco a 14 dias,
de tal suerte que el monitoreo de poblaciones
mediante la observacidn de este tejido puede
reflejar el dafio ocurrido durante este tiempo.”!!

Si bien es cierto que es posible aplicar la
prueba de micronucleos en cualquier tejido que
se divida, en teoria todos los epitelios son can-
didatos de tejidos potencialmente utilizables;
sin embargo, las caracteristicas del epitelio
de la mucosa oral favorecen su utilizacion en
pruebas para evaluar genotdxicos o citotoxicos,
debido a que es de facil acceso, pero ademas la
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mucosa oral es el punto de contacto con muchos
agentes potencialmente peligrosos. De hecho,
la mucosa oral representa una barrera protec-
tora para potenciales carcindgenos que, al ser
metabolizados, generarian mualtiples metabo-
litos reactivos; este tejido protege al resto del
organismo de que estos compuestos penetren a
otros 6rganos; sin embargo, al estar expuesta
a estos agentes, la mucosa es susceptible de
sufrir dafio. Otra caracteristica que impulsa
a utilizar este tejido como punto de estudio es
el que este epitelio cuenta con una capacidad
especial proliferativa, lo que permite que la
poblacién celular se mantenga constante; no
obstante, esta particularidad lo vuelve mas
vulnerable a lesiones producidas en el ADN;
por lo que cobra relevancia, ya que se calcula
gue el 90% de todos los tipos de cancer tienen
origen epitelial. De tal manera que la mucosa
oral podria ser usada para monitorear eventos
genotoxicos tempranos causados por canceri-
genos inhalados o ingeridos.*? Por otra parte,
es importante considerar que aproximada-
mente el 60% del total de la superficie de re-
vestimiento oral es epitelio no queratinizado,
lo que favorece la absorcion de colorantes y
facilita a la vez la observacidn e identificacion
de caracteristicas morfolégicas del nucleo y la
membrana celular a través del microscopio,
aunado a que los queratinocitos son células
muy grandes con abundante citoplasma y nu-
cleo bien definido y sin lobulaciones.*®
Ademas de los micronucleos en células exfo-
liadas, Tolbert y su grupo describieron en 1991
otras anormalidades nucleares que son fendme-
nos que podrian ocurrir en procesos normales
de diferenciacidn celular y son indicadores de
dafo al ADN, citotoxicidad y muerte celular, ya
gue las alteraciones mas sugestivas en la mor-
fologia de las células neoplasicas se producen
en el ndcleo; dichas modificaciones consisten en
cambios en el tamafo, densidad y distribucion
de la cromatina. Estas anormalidades pueden
distinguirse de células normales, ya sea en el
citoplasma o en la morfologia del nucleo; entre
ellas se encuentran la cromatina condensada,
cariorrexis, nucleo picnético, cariolisis, nucleo
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lobulado, presencia de células con dos nucleos,
llamadas células binucleadas. EI mecanismo de
formacién o el significado biolégico de cada una
de estas anormalidades nucleares no esta del
todo esclarecido hasta el momento. Sin embar-
go, bajo condiciones patoldgicas (obesidad, ar-
tritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
esclerosis sistémica, diferentes tipos del cancer;
problemas hematoldgicos como linfoma inmu-
nobléastico, leucemia aguda megaloblastica, lin-
foma Hodgkin, leucemia granulocitica croénica,
anemia linfocitica, mieloma multiple, anemia
trombocitopénica, purpura trombocitopénica
idiopatica, leucemia linfocitica aguda, entre
otras)!* o condiciones de exposicion (tabaco, al-
cohol, drogas, quimioterapia antineoplasica),
se observan altas frecuencias. Incluso Raj y
asociados describieron, al aplicar radioterapia
en pacientes con cancer oral, el efecto dosis-re-
spuesta en la formacion tanto de micronucleos
como de anormalidades nucleares, fenomeno
gue podria ser utilizado como marcador de ra-
diosensiblilad;'® también se observan en pro-
cesos de envejecimiento, como lo describieron
Thomas y colaboradores, en donde los micronu-
cleos, el nacleo lobulado y las células binu-
cleadas estan elevadas tanto en pacientes con
sindrome de Down como en pacientes de edad
avanzada (64 a 75 afios de edad).*® Por todas es-
tas caracteristicas, la prueba de identificacion
de anormalidades nucleares es usada con mu-
cha frecuencia como marcador de dafio al ADN
(micronucleos y nucleo lobulado), defectos en la
citocinesis (células binucleadas), evidencia de
muerte celular (cromatina condensada, carior-
rexis, nucleo picnotico, y cariolisis), indicadores
de diferentes etapas de necrosis, (nucleo pic-
notico, cromatina condensada, cariorrexis, cari-
olisis), como un identificador de respuesta al
dafio celular (ndcleo picnético y cromatina con-
densada) y para su identificacion se utilizan los
criterios establecidos por Tolbert en 1991.1619
Asi, la utilizacién de este biomarcador se vis-
lumbra como una herramienta atil en el moni-
toreo de dafio genotdxico consecuencia de expo-
sicion ambiental, laboral o mediacamentosa, en
la prevencion del desarrollo de cancer, asi como

en la deteccién temprana de efectos secundarios
de enfermedades cronicodegenerativas, como
las cardiovasculares o neurodegenerativas, y
envejecimiento precoz, pudiendo ser utilizada
también en estudios epidemioldgicos.

PROTOCOLO BASICO PARA
LA TECNICA DE MICRONUCLEOS Y
ANORMALIDADES NUCLEARES
EN CELULAS EXFOLIADAS
DE MUCOSA BUCAL SIN CULTIVO

Criterios éticos. Antes de la realizacion de
cualquier procedimiento, los sujetos potenciales
a incorporarse a un estudio deben recibir una
explicacion clara y por el tiempo que se requie-
ra sobre los objetivos del estudio, el riesgo, los
beneficios y su participaciéon voluntaria. Poste-
riormente se le pide firmar un consentimiento
informado por escrito, el cual debera basarse en
la Declaracién de Helsinki de la Asociacion Mé-
dica Mundial y los reglamentos gubernamenta-
les e institucionales.

Toma de muestra. Para la evaluacién de la
genotoxicidad en células epiteliales exfoliadas
es conveniente que previo a la toma de la mues-
tra, cada participante se enjuague suavemen-
te la boca con agua potable, con la finalidad de
remover cualquier resto de comida o artificios
que interfieran con el analisis de la muestra.
Se tomara la muestra de mucosa oral mediante
un gentil raspado con un porta objeto de bor-
des esmerilados. Se realizaran los extendidos
sobre portaobjetos libres de polvo o grasa y pre-
viamente codificado. Es conveniente hacer dos
frotis: uno por mejilla, puede usarse la misma
laminilla. Un frotis se mantendra de respaldo
(ya fijado) por si la primera se llegara a dafiar o
el material a analizar es insuficiente.

Codificacion de muestras. Se sugiere que
el cédigo sea en orden consecutivo segun la co-
lecta de muestra y evitar cualquier clave que al
lector de la muestra le permita conocer la iden-
tidad del paciente, esto para evitar algun sesgo.

Es necesario llevar un registro claro y pre-
ciso de cada codigo y de los pacientes, para lo
cual resulta de bastante utilidad el uso de una
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bitacora de laboratorio y bases de datos elec-
trénicas para prevenir pérdidas definitivas de
informacion.

Fijacion. Los frotis se dejaran secar al aire
libre, se fijaran en etanol al 80% por 48 horas
y de nuevo esperar unos segundos a que se se-
guen por completo a temperatura ambiente,
para su posterior tincién, se aconseja guardar-
las hasta su utilizacion en cajas porta lamini-
llas, donde se mantendran a salvo de polvo u
otros contaminantes.

Tincién. Puede emplearse cualquier colo-
rante basico con alta afinidad al ADN que per-
mita contraste y diferenciar artificios; se sugie-
re el naranja de acridina, orceina, reactivo de
Shiff o bien tincion hematoxilina-eosina.

Naranja de acridina. Este colorante tifie de
color amarillo-verde limén el nucleo de las célu-
las y de naranja el RNA y proteinas.

Procedimiento: proteger el area de trabajo
con papel estraza, siempre con bata y guantes,
en dos contenedores preparados para tincion de
laminillas, se afiade medio litro de buffer de fos-
fatos anteriormente preparado (al preparar el
buffer guardar 10 mL en una jeringa estéril). A
uno de ellos se le agrega aproximadamente 0.05
g de polvo de naranja de acridina y se agita cui-
dadosamente con un abate lenguas de madera,
una vez que se logroé disolver la mayor cantidad
posible el colorante, se sumergiran en el las re-
jillas en las que se acomodaron las laminillas a
tefiir; en esta solucion se dejan por 3-7 minutos,
para obtener resultados éptimos, es convenien-
te agitar suavemente en repetidas ocasiones las
rejillas contenedoras de laminillas hasta com-
pletar el tiempo indicado; posteriormente se re-
mueven las muestras y se dejan estilar por unos
segundos, para luego enjuagarlas en el segundo
contenedor de buffer de fosfatos, se aconseja
aprovechar el mayor niumero de laminillas posi-
bles en cada preparacion para disminuir gastos
y la contaminaciéon ambiental. El contenido de
ambos recipientes se desechara una vez que se
concluyd de tefir todas las laminillas deseadas.
Los frotis tefiidos se deberan conservar en cajas
para portaobjetos bien cerradas (no exponer a
la luz), para mantener en 6ptimas condiciones
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la tincién de las células, esto hasta el momento
de su uso. Se sugiere que al iniciar el proceso de
tincioén, se tifa solo una laminilla y una vez que
se verificé bajo el microscopio de fluorescencia
el color deseado de las laminillas, entonces te-
fir el resto de los frotis.

Preparacion del buffer de fosfatos. En un
matraz se agrega 11.49 g de fosfato monobésico
de sodio y 2.16 g de fosfato de sodio dibasico,
posteriormente se afora a un litro con agua des-
tilada, se tapa el matraz y se agita la mezcla en
el agitador hasta que el polvo se disuelva por
completo y se mantiene la solucion en refrige-
racion (4 °C) por un maximo de dos semanas; al
momento de su uso, verificar contaminado con
bacterias o cualquier otro agente.

Preparacién de los frotis para ser observa-
dos al microscopio. Usar guantes y bata de la-
boratorio (el colorante es mutagénico); poner
una gota de buffer de fosfato sobre la muestra
(del reservado en la jeringa de 10 mL); colocar
un cubre objetos, evitando la formacion de bur-
bujas, envolver en una gasa y presionar sua-
vemente, llevarlo al microscopio bajo el lente
100x, agregar una gota de aceite de inmersién
y se observa en el microscopio. Es conveniente
terminar la laminilla una vez iniciado el proce-
so, de lo contrario puede secarse sin haber ter-
minado el procedimiento, se puede contaminar
o0 bien podria disminuir la intensidad de la tin-
cion favoreciendo falsos negativos.

Ventajas y desventajas del uso del naranja-
do de acridina:

— Es importante sefialar que, al utilizar este
colorante, se disminuye el tiempo de analisis
incluso en un 50%, tomado en cuenta que a
un experto le tomara en promedio una hora
el analizar una muestra con otros coloran-
tes; esto, claro, dependiendo de la habilidad
del técnico y calidad de la muestra.

— La precision de identificacion de micronu-
cleos es muy alta.

— Es necesario contar con microscopio equipa-
do con fluorescencia.

— EI manejo del colorante requiere medidas
de extrema precaucion, ya que es un reacti-
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vo altamente genotdxico debido a que es un
analogo de base, por lo que tiende a ser mu-
tagénico al introducirse en el ADN vy ocasio-
nar un corrimiento en el marco de lectura.

— En cuanto al costo, se debe considerar que
éste colorante y los fosfatos son mas costo-
sos que algunos otros colorantes. Por otro
lado, el equipo de fluorescencia requiere de
una lampara de mercurio, la que por seguri-
dad debe remplazarse cada 100-120 horas de
uso, lo que incrementa un poco el costo.

Encuesta. Siempre se debe de procurar co-
nocer, ya sea por entrevista, cuestionario y/o re-
vision de expedientes clinicos, algunos aspectos
relevantes como estilo de vida del paciente, asi
como edad, sexo, peso, talla, estado de salud, con-
sumo de café, tabaco, medicamentos, drogas, ulti-
ma visita al dentista. En la medida de lo posible,
también es conveniente conocer algunos parame-
tros bioquimicos como indice glucémico y perfil li-
pidico, ya que todos estos factores podrian influir
de manera trascendental en los resultados.

Analisis de las laminillas. La persona que
analice las muestras debera desconocer la codifi-
cacion de las muestras. Previo al analisis de las
laminillas, se coloca el buffer reservado en la pla-
tina del microscopio, eliminando excesos. Los fro-
tis se observaran al microscopio equipado con fluo-
rescencia con objetivo de inmersion; se realizara
el conteo de al menos 2,000 células por paciente y
se registraran las células micronucleadas (CMN)
o con alguna anormalidad nuclear, se sugiere se-
guir los criterios establecidos por Tolbert.!®

Criterios

Células normales (CN) (Figura 1a): El nu-
cleo esta uniformemente tefiido, es redondo u
oval, se distinguen de las células basales debido
a que son de mayor tamafio, el nucleo es mas
pequefio en relacion al citoplasma. No contie-
nen ningun otro cuerpo o estructura ademas del
nucleo que contiene gran cantidad de ADN, es-
tas células son consideradas como células total-
mente diferenciadas.

Célula micronucleada (CMN) (Figura
1b): Se caracteriza por la presencia de un nu-

cleo principal y uno o mas pequefias estructu-
ras nucleares denominadas micronucleos. Un
micronucleo tiene forma redonda o almendra-
da y mide entre 1/3 y 1/16 del nucleo principal,
presenta la misma intensidad, textura y plano
focal que el nucleo.

Células binucleadas (BN) (Figura 1c): Son
células que contienen dos nucleos principales;
usualmente los nucleos estdn muy proximos
entres si e incluso podrian hacer contacto, am-
bos con morfologia y tincién similar a un nucleo
normal. Estas estructuras no parecen tener una
interaccién directa con el ADN, sino que se aso-
cian con interferencia en el proceso final de la
division celular.

Cariorrexis (CR) (Figura 1d): Presentan
un nucleo que se caracteriza por agregacion de

Figura la. Células normales, ntcleo normal. Microscopio bi-
nocular Mca. Carl Zeiss Mod. Axiostar Plus. Fluorescencia
IVFL. Filtro de 450 a 490 nanémetros. Objetivo planacromatico
100x/1.25 oil, cAmara Axiocam Icc 1, imagenes capturadas a
1,000 aumentos reales (AR).

Figura 1b. Célula microntcleada (CMN), flecha microndcleo
(MN). Microscopio binocular Mca. Carl Zeiss Mod. Axiostar
Plus. Fluorescencia IVFL. Filtro de 450 a 490 nanometros.
Objetivo planacromético 100x/1.25 oil, camara Axiocam lcc 1,
imagen capturada a 1,000 aumentos reales (AR).

El Residente. 2013; 8 (1): 4-11



Torres-Bugarin Oy cols.

Figura 1c. Célula binucleada (BN). Microscopio binocular Mca.
Carl Zeiss Mod. Axiostar Plus. Fluorescencia [VFL. Filtro de 450 a
490 nanémetros. Objetivo planacromatico 100x/1.25 oil, camara
Axiocam Icc 1, imagen capturada a 1,000 aumentos reales (AR).

Figura 1d. Cariorrexis (CR). Microscopio binocular Mca. Carl
Zeiss Mod. Axiostar Plus. Fluorescencia IVFL. Filtro de 450 a
490 nanémetros. Objetivo planacromético 100x/1.25 oil, cdmara
Axiocam lcc 1, imagen capturada a 1,000 aumentos reales (AR).

la cromatina nuclear con respecto a las células
de cromatina condensada; ellas tienen un pa-
tron moteado nuclear indicativo de la fragmen-
tacion nuclear conducente a la eventual desin-
tegracion del nucleo. Estas células tal vez estan
pasando por una fase avanzada de apoptosis,
pero esto no ha sido comprobado.

Cromatina condensada (CC) (Figura 2a):
Estas células tienen nucleos intensamente tefi-

El Residente. 2013; 8 (1): 4-11

dos, con regiones condensadas o cromatina agre-
gada que exhiben un patrén nuclear moteado o
estriado; es evidente que la cromatina se esta
agregando en algunas regiones del ndcleo, mien-
tras que se pierde en otras areas; cuando la con-
densacién es extensa da la apariencia de un nu-
cleo fragmentado. Estas células, al igual que las
células en carriorexis, terminan con la fragmen-
tacién del ndcleo, lo que conlleva la desintegra-
cion eventual y algunas veces aparecen como es-
tructurar similares a los micronucleos, pero éstas
no deben contabilizarse como micronucleos, ya
que su origen aun no esta determinado. Se pien-
sa que estas células estan en etapas tempranas
de la apoptosis, aunque esto no es concluyente.
Nucleo lobulado (NL), o prolongaciéon nu-
clear o broken eggs (BE) (Figura 2b): EI nucleo
presenta una fuerte constriccién en un extremo,
sugestiva de un incipiente proceso de elimina-
cion de material nuclear por gemacion, el 16bulo
presenta las mismas caracteristicas morfolégi-
cas y de tension que el ndcleo, pero el tamafio
es de un tercio a un cuarto del ndcleo. Tolbert
y otros los definieron como broken eggs,’ en
1998 Bhattathiri y colaboradores describieron
en células exfoliadas estos fenémenos y los de-
nominaron como nuclear buds (brotes nuclea-
res), reconociéndolas como anormalidades nu-
cleares;? ellos describen estos fendmenos como
gemaciones de material nuclear muy préximas
al nucleo sin una separacion clara de éste. Pos-
teriormente, en 2004, Cerqueira describe estos
eventos como diferentes.?! El origen y significa-
do bioldgico de los broken eggs (BE) en células
exfoliadas aun no es totalmente comprendido y
existen muy pocas publicaciones concernientes
a este tema. Algunos investigadores consideran
a los brotes nucleares en linfocitos como indica-
dores de genotoxicidad; sin embargo, en células
exfoliadas no es claro ya que frecuentemente en
diversos procesos de salud y enfermedad apare-
ce en mayor frecuencia las células micronuclea-
das y bud cells disminuidas, o viceversa; por
lo tanto se puede asumir que los BE no estan
asociados a eventos genotéxicos, clastogénicos
0 aneuploidogénicos, pero probablemente si es-
tén produciéndose como consecuencia de proce-
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Figura 2a. Cromatina condensada (CC). Microscopio binocular
Mca. Carl Zeiss Mod. Axiostar Plus. Fluorescencia IVFL. Filtro
de 450 a 490 nanoémetros. Objetivo planacromatico 100x/1.25
oil, cdmara Axiocam Icc 1, imagen capturada a 1,000 aumentos
reales (AR).

Figura 2b. Nucleo lobulado tipico (NL). Microscopio binocular
Mca. Carl Zeiss Mod. Axiostar Plus. Fluorescencia IVFL. Filtro
de 450 a 490 nanémetros. Objetivo planacromético 100x/1.25
oil, cAmara Axiocam Icc 1, imagen capturada a 1,000 aumentos
reales (AR).

sos degenerativos en la primera capa de células
epiteliales (estrato germinativo).?

Nucleo picnético (PN) (Figura 2c): Estas
células se caracterizan por un nucleo pequerio,
con alta densidad de material nuclear que es
uniforme, pero intensamente tefido. EI diame-
tro del nucleo es aproximadamente de un ter-
cio del nucleo normal; el significado bioldgico se
desconoce, pero este fendémeno se ha asociado
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Figura 2c. Nucleo picndtico, flecha (PN). Microscopio binocular
Mca. Carl Zeiss Mod. Axiostar Plus. Fluorescencia IVFL. Filtro
de 450 a 490 nanémetros. Objetivo planacromatico 100x/1.25
oil, cmara Axiocam Icc 1, imagen capturada a 1,000 aumentos
reales (AR).

Figura 2d. Cariolisis (CL). Microscopio binocular Mca. Carl
Zeiss Mod. Axiostar Plus. Fluorescencia IVFL. Filtro de 450 a
490 nandémetros. Objetivo planacromético 100x/1.25 oil, cdma-
ra Axiocam Icc 1, imagen capturada a 1,000 aumentos reales
(AR).

con una forma de muerte celular; no obstante,
el mecanismo preciso permanece desconocido.
Se correlaciona con diferenciacién y madura-
cion de las células epiteliales.

Cariolisis (CL) (Figura 2d): En estas cé-
lulas el nucleo esta completamente vacio, es
decir, hay ausencia total de ADN vy, por lo
tanto, no puede considerarse como nucleo ver-
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dadero. Es probable que estas células repre-
senten una fase muy avanzada en el proceso
de muerte celular. La correlacion positiva en-
tre células picnéticas y células con cariolisis

10.

sugiere que las células con cariolisis derivan
directamente a partir de células con cromati-
na condensada o indirectamente a través de
células picnoticas.
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