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RESUMEN

Los micronucleos pueden formarse en cualquier célula en
division. Estos son pequefos cuerpos citoplasmaticos que
contienen DNA que causan grandes problemas pleiotrépicos.
Son uno de los biomarcadores mas estudiados de
genotoxicidad, inestabilidad y caos genético. La membrana
micronuclear se rompe con facilidad y al liberar al DNA al
citoplasma, entonces este estimula cronicamente al sistema
inmunitario innato, la senescencia y la apoptosis. El DNAtiene
el potencial de reorganizaciones masivas y durante la mitosis
0 meiosis re-incorporarse al nucleo y asi en un solo evento
introducir multiples mutaciones a las células hijas, generar
inestabilidad y caos gendmico; propiciando entonces que
estas rapidamente se puedan malignizar. Especificamente,
las células micronucleadas del epitelio oral son un “sensor
interno” temprano a estos tipos de dafio y si el 90 % de todos
los canceres son de origen epitelial, entonces la mucosa bucal
ofrece una oportunidad Unica altamente eficiente, indolora,
de facil ejecucion y econdmica para monitorear a individuos
en riesgo; incluso permite evaluar otros biomarcadores de
genotoxicidad y citotoxicidad. Por ello, el objetivo de esta
revision-opinion es destacar causas y consecuencias de
los microndcleos, y su aplicabilidad en mucosa oral en la
deteccion oportuna de individuos altamente susceptibles a la
inestabilidad gendmica.
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Deteccion de individuos susceptibles a la inestabilidad genémica. /
Detection of individuals susceptible to genomic instability.

ABSTRACT

Micronuclei can form in any dividing cell. These are small cytoplasmic bodies containing
DNA that cause major pleiotropic problems. They are one of the most studied biomarkers of
genotoxicity, instability, and genetic chaos. The micronuclear membrane is easily ruptured and
when DNA is released into the cytoplasm, it then chronically stimulates the innate immune
system, senescence, and apoptosis. DNA has the potential for massive rearrangements and,
during mitosis or meiosis, to reincorporate into the nucleus and thus in a single event introduce
multiple mutations to daughter cells, generating genomic instability and chaos; thus allowing them
to rapidly become malignant. Specifically, the micronucleated cells of the oral epithelium are an
early “internal sensor” for these types of impairment. If 90 % of all cancers are of epithelial origin,
then the oral mucosa offers a unique, highly efficient, painless, easy-to-perform, and inexpensive
opportunity to monitor at-risk individuals; it even allows the evaluation of genotoxicity and
cytotoxicity biomarkers. Therefore, this review aims to highlight the causes and consequences
of micronuclei and their applicability in oral mucosa for the timely detection of individuals highly
susceptible to genomic instability.

KEY WORD S : Micronuclei, genotoxicity, genomic instability, susceptibility, oral epithelium.

Introduccién

El DNA porta y trasmite la informacidn genética de generacion en generacion, y el dafio a
esta biomolécula es una de las causas de la degeneracion celular que acompana a los procesos
patoldgicos, de envejecimiento y de apoptosis. Por lo tanto, su desequilibrio tiene grandes
consecuencias tanto para la funcionalidad como para la preservacion de la célulay los organismos.

La inestabilidad gendmica se caracteriza por el incremento de la tasa normal de
mutaciones — cambios en el DNA al azar, permanentes y heredables, sobre células somaticas
0 germinales, en células embrionarias o adultas—, las que suelen tener efectos nocivos sobre
las funciones celulares (Lépez-Gil et al., 2023). Es una caracteristica distintiva de algunas
enfermedades hereditarias, cronico-degenerativas como las autoinmunes y el cancer, en este,
define su composicién genémica y determina su comportamiento, agresividad y respuesta al
tratamiento (Chen et al., 2022; Lépez-Gil et al., 2023; Di Bona & Bakhoum, 2024). Las causas
de la inestabilidad gendmica pueden ser alteraciones gendmicas y epigenéticas, defectos de
reparacion, estrés en la replicacién, el mal ensamblaje del huso y la formacion de micronucleos. Y
si bien, la asociacion entre la inestabilidad gendmica, el cancer y los micronucleos es reconocida
desde hace mucho tiempo, es hasta ahora que se comprenden un poco mas los mecanismos
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que rigen la formacién de los micronucleos y su papel en la progresion tumoral (Di Bona &
Bakhoum, 2024).

Ahora bien, un biomarcador se define como “una caracteristica a nivel celular o molecular
que mide y evalua objetivamente procesos biolégicos normales, patogénicos, o respuestas a una
exposicion o incluso intervenciones terapéuticas”, este se interpreta como indicador del estado
de salud, de esperanza de vida o del riesgo de enfermedad, y se clasifican como de exposicion,
efecto y susceptibilidad (Sauer et al., 2018; Strimbu & Tavel, 2010).

* Biomarcador de exposicion; permiten evaluar en un organismo la presencia de xenobidticos,
metabolitos o productos derivados (Sauer et al., 2018; Strimbu & Tavel, 2010).

* Biomarcador de efecto; evaluan la alteracion bioquimica, fisiolégica o de comportamiento
producida en el organismo como resultado de la exposicién a xenobioticos, y son asociadas a
procesos patoldgicos (Sauer et al., 2018; Strimbu & Tavel, 2010).

* Biomarcador de susceptibilidad; indican sensibilidad individual, es la capacidad de un
organismo para responder a la exposicion a un agente extrafio (Sauer et al., 2018; Strimbu &
Tavel, 2010).

En este contexto, los micronucleos, ya que derivan del dafo citogenético, tradicionalmente
se utilizan como biomarcadores de “efecto genotdxico” y es quiza el mas utilizado, no obstante,
por sus causas y consecuencias también lo son de exposicion y susceptibilidad.

Microntcleos: caracteristicas

Entre los biomarcadores de dafio al DNA y la inestabilidad cromosdmica mas estudiados
se encuentran los micronucleos, estos se derivan de la mala segregacion cromosomica y por
ello son pequefias masas de DNA nuclear que se encuentran erradamente en el citoplasma, sin
conexion con el nucleo y que con ayuda del microscopio se observan como diminutos cuerpos
similares al nucleo, pero mas pequefios, de ahi su denominacion. Histéricamente, se utilizan como
biomarcadores de dafio citogenético, empero, recientemente se descubrié que es una estructura
activa que causa grandes complicaciones pleiotropicas [pleio (muchas) y trepein (influencias)] ya
que activan sensores de la sefializacién inflamatoria crénica e inducen, senescencia prematura,
apoptosis y caos genético (Lépez-Gil et al., 2023; Chen et al., 2022; Guo et al., 2019; Guo et
al., 2020; Krupina et al., 2021). Por ello, evaluar la frecuencia de células micronucleadas en
poblaciones vulnerables a genotdxicos es una alternativa preventiva, de bajo costo, con muchas
facilidades técnicas para ser aplicada tanto a individuos como a poblaciones en riesgo (Figura 1)
(Fenech et al.,2020; Torres-Bugarin & Arias-Ruiz, 2023).

Aunque las caracteristicas particulares de los micronucleos son muy diversas como,
por ejemplo, el tamano, origen, la condensacién de la cromatina, presencia de ldmina nuclear o
expresion génica, hay caracteristicas generales que los definen (Shimizu, 2011; Schmid, 1975).
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Definicién: un micronucleo o cuerpo de Howell-Jolly es un pequeio cuerpo de cromatina
con alta probabilidad de reordenamiento gendémico, ubicado errébneamente en el citoplasma
envuelto en una membrana imperfecta. Tiene textura, plano focal y tinciéon similar al nucleo
principal, pero por regla definitoria es mas pequefo y sin vinculo con éste; y por ello se denomina
micronucleo (Schmid, 1975).

Tamario: menor a un % del tamafo del nucleo principal (Schmid, 1975).

Figura 1. Frecuencia de células micronucleadas en diferentes grupos de estudios.
Atencidn a los valores que estan fuera de la media, son los casos de interés, estos
son individuos altamente vulnerables a la inestabilidad genémica.

Numero entre corchetes es la fuente original de los datos. (suplem. alim-suplemento alimenticio, QT-

Quimiotoerapia, Ifo-Ifosfamida, Epi-Epirrubicina, CaCu- Cancer cervicouterino). (Jara-Ettinger et al., 2015 [1];

Vizcarra, 2005 [2]; Torres-Bugarin et al., 2007 [3]; Torres-Bugarin et al.,1998 [4]; Torres-Bugarin et al., 2016

[5]; Molina-Noyola et al., 2019 [6]; Castafieda-Yslas et al., 2016 [7]; Ramos-Remus et al., 2002 [8]; Rodriguez-

Vazquez et al., 2000 [9]; Torres-Bugarin et al., 2000 [10]; Torres-Bugarin et al., 2003 [11]; Torres-Bugarin et al.,
2013c [12], Flores-Garcia et al., 2018 [13]).

Origen: se pueden originar en cualquier fase del ciclo celular; durante la mitosis o en la
pre-mitosis, post-mitosis e incluso en la interfase (Guo et al., 2019; Guo et al., 2020), la causa son
diversos agentes aneugénicos o clastogénicos, y el efecto de estos se pueden diferenciar por el
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tamano del micronucleo y presencia del centrémero o cinetocoro (Migliore et al., 1996; Afshari et
al., 1994). Los aneugénicos causan retraso anafasico de cromosomas enteros, ya sea dafo al huso
mitotico, defecto de cohesion de las cromatidas hermanas, union inadecuada entre microtubulos
y cinetocoro, por defecto de condensacion cromosémica o citocinesis anormal. Los clastégenos
ocasionan pérdida de fragmentos de cromatina acéntrica, por la rotura de doble cadena (Schmid,
1975; Guo et al., 2019). Otros mecanismos descritos son errores en la reparacion, la formacion
de puentes de cromatina durante anafase que da lugar a cromosomas dicéntricos (Shimizu,
2011), sitios fragiles que promueven la formacién de rupturas y puentes de doble cadena (Li &
Wu, 2020; Umbreit, et al., 2020) y la amplificacion génica en células interfasicas denominados
dobles minutos, estos cuerpos extracromosomicos circulares carecen de centrémero y telomeros,
pueden adherirse a los cromosomas de las células hijas y segregarse de forma estable, y son
frecuentes en células cancerosas (Shimizu, 2011; Maass et al., 2018).

Destino: una vez formado el micronucleo, el material genético que contiene puede
reorganizarse y en ciclos celulares posteriores, puede ser excluido de la célula o incorporarse al
genoma de las células hijas durante la siguiente division celular, incluso estos fendmenos podrian
estar entrelazados (Kirsch-Volders et al, 2020).

Cromatina: algunos micronucleos exhiben cromatina altamente condensada, lo que hace
poco probable su expresion o replicacion (Maass et al., 2018), estos se pueden formar a partir de
puentes de cromatina (Shimizu, 2011). En los que la cromatina se encuentra muy relajada podria
ocurrir la transcripcion y replicacion (Hintzsche et al., 2017; Shimizu, 2011).

Membrana: la funcién de la membrana nuclear es resguardar al genoma; en contraste la
membrana micronuclear no cumple esta funcién ya que es muy fragil y esta destinada a romperse
sin posibilidades de ser reparada. Por su naturaleza, es altamente inestable al no estar vinculada
al nucleo ni al reticulo endoplasmico y presenta grandes deficiencias de las proteinas estructurales
y de los poros, estos generalmente estan desarticulados (Maass et al., 2018). Entonces, debido
a su evidente fragilidad, la fuga de DNA al citoplasma es inexorable, hecho que desempefa un
papel crucial en procesos patologicos, senescencia y apoptosis (Guo et al., 2019; Guo et al,,
2020; Maass et al., 2018).

Transporte: dado que los poros no funcionan correctamente, el transporte no puede
regularse (Hintzsche et al., 2017).

Proteosoma: estan presentes solo en algunos micronucleos, pero no son activos debido a
la falta de subunidades de procesamiento y factores de ubiquitinacion (Maass et al., 2018).

Expresion génica y reparacion: en el micronucleo la expresiéon génica y la reparacion del
DNA es reducida, defectuosa y asincrénica, esto se debe en parte a la disminucion significativa o
ausencia del factor de iniciacion de la replicacion y las enzimas necesarias para esta. Aunque no
hay replicaciéon en los micronucleos carentes de lamina (Hintzsche et al., 2017). Los cromosomas
que sufrieron reordenamiento genémico se distribuyen de forma desigual entre las células hijas,
esto causa asimetria en las copias (Hintzsche et al., 2017; Zhang, et al., 2015). La transcripcién
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se ha observado solo en micronucleos que contienen cromosomas completos o derivados de
Dobles Minutos (Shimizu, et al., 2000).

Prueba de microntcleos: metodolégicamente su evaluacién es sencilla, su aplicacion es
muy versatil, permite estudios transversales, asi como longitudinales, sus resultados son altamente
confiables y se obtienen en plazos cortos; incluso otra bondad es que comparativamente con
otros estudios citogenéticos, los costos son relativamente economicos (Torres-Bugarin et al.,
2014a; Torres-Bugarin et al., 2015). Se utiliza in vitro e in vivo en laboratorio o campo, para revelar
genotdxicos, mutagénicos y teratdgenos, incluso es un protocolo de prueba establecido por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD) (OECD, 2016).

Micronucleos: consecuencias bioldgicas

Si bien, se comprenden algunos de los mecanismos que subyacen en la formacién de los
micronucleos y se estan desentrafiando los procesos de eliminacién; su organizacion funcional
y sus consecuencias aun son dificiles de entender, y la principal problematica radica en conocer
el destino que tendran los micronucleos ya que de ello derivan las consecuencias bioldgicas.
En general se puede decir que estos biomarcadores afectan diferentes funciones celulares las
que pueden desencadenar apoptosis, senescencia, alteracion en los puntos de control del ciclo
celular y sistemas de reparacién, reordenamiento masivo y cadtico del DNA, asi como cambios
citoplasmaticos y la sobre expresion de radicales libres, también pueden encender y mantener
crénicamente la respuesta inmune innata al igual que los procesos inflamatorios, todo ello enfatiza
el papel de los micronlcleos en procesos patoldgicos (Guo et al., 2019; Maass et al., 2018;
Terradas et al., 2010).

Las células micronucleadas podrian no representar riesgo en el supuesto caso de que
la célula no sobreviva, pero todo sera diferente si continda la divisién celular; en cualquier
caso, su destino difiere segun el inductor micronucleogénico (clastogénico o aneugénico), su
linaje (primaria o tumoral), la extension del dafio gendmico, la funcionalidad del cinetocoro o
de la membrana micronuclear. De tal suerte que un micronucleo puede ser eliminado mediante
extrusion o eliminarse “in situ” por mecanismos lisosomales o apoptoticos especificos para el
mismo. Sin embargo, en el caso de que persista en la siguiente division, podrian originarse dos
células sin o con micronucleo (Maass, 2018; Shimizu, 2011).

Por otro lado, si el micronucleo se mantiene en el citoplasma puede impedir o retrasar
la siguiente mitosis, y si se rompe la membrana, entonces el DNA se escapa al citoplasma y
enciende sefales de alerta, como la respuesta inmune innata crénica e inflamacién croénica, o
puede inducir autofagia, senescencia o apoptosis tempranas, de tal manera que el micronucleo
en si mismo pudiera llegar a ser un inductor directo del proceso del control y eliminacién de las
células micronucleadas (Sommer et al., 2020; Mohr et al., 2021).

Otro punto es que el DNA micronuclear puede sufrir reordenamientos masivos y

pérdidas gendomicas importantes mediante cromoanagénesis (—cromoplexia, cromotripsis y
cromoanasintesis—), y durante la siguiente division celular podria reintegrarse a la metafase, y al
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concluir la mitosis quedar incluido al nucleo de las células hijas, las que no serian genéticamente
idénticas, sufriran caos e inestabilidad genética y tendran alto riesgo de malignizarse. Por otro
lado, y no menos importante, es lo que ocurre con las células hermanas que han perdido material
genético como consecuencia de la formacién de micronucleos, si estas células no se eliminan,
van a perpetuar lineas celulares con material genético incompleto (Hintzsche et al., 2017; Kirsch-
Volders et al, 2020).

Micronucleos: DNA citoplasmatico y respuesta inmunitaria innata

El material genético de los eucariotas se ubica en el nucleo, mitocondrias o cloroplastos;
y su presencia en el citosol ocurre por dafio en alguno estos organelos, por la ruptura de la
membrana de los micronucleos o por microorganismos o virus. Entonces, la presencia de DNA en
el citoplasma es una sefial de peligro, y es detectado y eliminado por el sistema inmunitario innato;
particularmente por el eje cGAS-STING (GMP-AMP sintasa ciclica - STimulator of INterferon
Genes; STING o INF), este identifica patdgenos invasores o DNA de doble cadena (dsDNA) propio
o extrano; concretamente la enzima cGAS identifica y se une al DNA citosdlico, lo cual inicia el
proceso de sefalizacidon celular para la activacién inmune que destruye especificamente este
DNA; no obstante la activacion de la via de sefalizacién de cGAS-STING origina la respuesta
inmunitaria proinflamatoria y la activacion prolongada de cGAS. Este proceso induce la expresion
de este grupo de genes y el aumento de interferones, interleucinas IL-6, IL-8 otras quimiocinas
asociadas a la senescencia y al alto riesgo de trastornos autoinmunitarios (Hintzsche et al., 2017;
Kirsch-Volders et al., 2020). Si estas células no son detectadas y la produccion de quimioquinas
no se resuelve, persiste el estado proinflamatorio que genera un ciclo vicioso de inflamacién y
dafio oxidativo que termina por afectar al DNA, tal dafio, induce la formacion de micronucleos y
activa la cromoanagénesis. Estos eventos tienden a aumentar con la edad, son dependientes del
género y contribuyen a enfermedades autoinmunes, muy probablemente debido a la incapacidad
del sistema inmunitario para distinguir el DNA propio liberado y las proteinas nucleares asociadas
a antigenos extrafios (Kirsch-Volders et al., 2020).

Micronucleos: inestabilidad genémica

La inestabilidad gendémica involucra el aumento de cambios puntuales, numeéricos y
estructurales, es caracteristica de la tumorigénesis temprana, facilita el crecimiento celular
incontrolado, la progresion del cancer, la heterogeneidad genética y se asocia a la resistencia a
antineoplasicos (Siri etal., 2021). El desarrollo del cancer ocurre por la acumulacién de mutaciones,
las que podrian ocurrir progresivamente o de un solo golpe (Siri et al., 2021; Levine & Holland,
2018). Enotro sentido, los micronucleos eran considerados biomarcadores pasivos de dafio al DNA,
pero hoy se sabe que también son promotores de inestabilidad cromosomica, estas estructuras
son propensas a reordenamiento y pérdida masiva de material genético, para luego, durante la
divisién celular, incorporarse a los nucleos hijos, y asi, de un solo golpe, dos células adquieren
multiples mutaciones (Terradas et al., 2016), eventos que pueden ocurrir espontaneamente o tras
la exposicidon a xenobiodticos, de algun factor estresante como genético, metabdlico, psicosocial,
ambiental o algun estilo de vida (Figura 1), (Torres-Bugarin et al., 2015; Ramos-Ibarra et al.,
2020). Como por ejemplo, se detectaron células micronucleadas en jornaleras y sus hijos
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expuestos a altas concentraciones de plaguicidas (Castafieda-Yslas et al., 2016), traga fuegos
quienes estan expuestos a hidrocarburos (Torres-Bugarin et al., 1998), soldadores, expuestos a
vapores de metales pesados (Jara-Ettinger et al., 2015), dentistas y técnicos dentales (Molina-
Noyola et al., 2019), anestesiélogos (Torres-Bugarin et al., 2016), también en fisiculturistas que
consumen anabdlicos (Torres-Bugarin et al., 2007) y en personas con desérdenes alimenticios
como la bulimia y anorexia (Torres-Bugarin et al., 2014b). Igualmente se han identificado en
personas que sufren de diferentes enfermedades cronico degenerativas como las definidas como
sindromes de inestabilidad gendémica [entre ellas el sindrome de Bloom (Gratia et al., 2019),
ataxia espinocerebelar tipo 2 (Cuello-Almaraes et al., 2017)], cancer (Wu & Lu, 2012; Flores-
Garcia et al., 2014; Flores-Garcia et al., 2018) o enfermedades autoinmunes (Torres-Bugarin et
al., 2015; Mihaljevic et al., 2018), renales (Pastor et al., 2018), neurodegenerativas [entre ellas
Ataxia telangiectasia, enfermedad de Parkinson, Alzheimer asi como los sindromes de Down,
Cockayne y Werner (Petrozzi et al., 2002; Migliore et al., 2011;Thomas & Fenech, 2015)] incluso
en la enfermedad de células falciformes (Naga et al., 2016), cardiovasculares (Andreassi et al.,
2011) periodontitis (Borba et al., 2019; Tadin et al., 2019), mucopolisacaridos tipo Hunter (Diaz-
Jacques et al., 2018) y sindrome de ovario poliquistico (Karatayh et al., 2017), entre muchas otras.

Prueba de micronucleos: uso de modelos, érganos y tejidos

Para la aplicacién de la prueba de micronucleos se cuenta con multiples modelos y amplia
gama de organos Y tejidos entre los que destaca:

Eritrocitos de médula 6sea y sangre periférica: los ensayos con la técnica de micronucleos
se iniciaron en médula 6sea, luego se modifico para aplicarse en sangre periférica, y posteriormente
en otros tejidos. Debido a que el uso en eritrocitos medulares implica el sacrificio del organismo,
la prueba se limitaba a especies de laboratorio o a recuperacién de muestras obtenidas con
fines de diagndstico; en contraste la técnica realizada en sangre periférica se puede aplicar sin
poner en riesgo la vida del organismo ya que solo se requiere de unas gotas de sangre. Esta
ultima, en general es una técnica facilmente reproducible, y que permite estudios transversales y
longitudinales en cualquier vertebrado que cumpla con las caracteristicas de un buen biomarcador,
para ello se contabilizan tanto eritrocitos jévenes —policromaticos—, para evaluar genotoxicidad
y citotoxicidad (mielosupresion) aguda; asi como en eritrocitos normocrémicos, en exposicién
cronica (Fenech et al., 2020, Kasamoto, et al., 2013).

Cultivo de linfocitos (CBMN- micronucleos con bloqueo de la citocinesis) con bloqueo de
la citocinesis: es una prueba validada para evaluar mutagenicidad en células binucleadas y mide
la rotura o pérdida cromosdmica, puentes nucleoplasmicos y yemas nucleares (Fenech, 2020).

Células epiteliales exfoliadas: la obtencién de la muestra es de facil acceso, es
minimamente invasiva y el costo es relativamente bajo. Es aplicable en los epitelios estratificados
no queratinizados como los de mucosa oral (mejillas, labios, encias, lengua), nasal, vejiga y
cérvix. Especificamente, en tejido de mucosa ora, los micronucleos se forman en las células en
divisién de la capa basal, éstas migran a la superficie en el transcurso de 4 a 14 dias, dato que se
debe tomar en cuenta para la interpretacion de resultados (Torres-Bugarin & Arias-Ruiz, 2023).
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Otros 6rganos- tejidos menos usados

Piel: esta técnica permite la evaluacion del riesgo de foto-genotoxicidad in vivo e in vitro
asociado a la exposicion a agentes quimicos y fisicos. El modelo EpiDerm™, es epidermis
humana reconstruida a partir de queratinocitos humanos normales cultivados sobre una matriz de
colageno en la interfaz aire-liquido, histolégicamente es similar a la epidermis humana in vivo. En
este modelo los cultivos se exponen al agente a probar, se calcula el indice de replicacion en 500
células para evaluar citotoxicidad y en 1000 células binucleadas para evaluar genotoxicidad. Para
ello se cosechan las células de la capa celular basal y se resuspenden para luego centrifugar, y
con el botdn se preparan los frotis, para ser analizados (Kidd et al., 2021).

Colon e intestino: estos 6rganos son el destino de muchos carcinégenos por ello es
necesario evaluar riesgos por el consumo de substancias que entran a los organismos a través
de la cadena alimentaria, como por ejemplo los pesticidas, aditivos y conservadores, incluso
farmacos. En este caso, se aplica en cortes histolégicos tefiidos con hematoxilina y eosina, se
contabilizan las células epiteliales columnares del lumen de colon. O bien, el colon se introduce
en solucion hipotonica, y mediante lavados se separan las células epiteliales del muasculo liso,
para luego ser suspendidas y centrifugadas, con el botdn se preparan los frotis. Se establece la
frecuencia de células micronucleadas en al menos 1,000 células (Morita et al., 2011; Ohyama,
2019; Fenech et al., 1993).

Higado: es un o6rgano de respuesta carcinogénica, pero en animales adultos las
células hepaticas se replican muy lentamente, por ello, el ensayo de micronucleos se aplica en
organismos con hepatectomia parcial o con hepatotéxicos para asi estimular la divisién celular.
Una alternativa es emplear el higado de roedores jovenes (5-6 semanas de edad), en donde hay
una division celular activa. Para ello los hepatocitos se aislan, suspenden y centrifugan, el boton
es resuspendido con buffer, para luego hacer el extendido celular, el que se fijan, tiien y analizan
bajo el microscopio al menos 1,000 hepatocitos (Morita et al., 2011; Uno et al., 2015).

Bazo (reticulocitos- esplenocitos): el bazo es un érgano linfoide, por ello es excelente para
estudiar reticulocitos. Este se lava con solucion salina tamponada con fosfato con 10 % de suero
fetal bovino, las células se disocian con este suero y se centrifuga a 800 rpm/5 min. En el caso de
esplenocitos, se extrae el bazo, se macera, se centrifugan y se cultivan, para su posterior analisis
(Moore et al., 1995; Shindo et al., 1983).

Pulmén: es uno de los érganos destino de carcinégenos inhalados, para su estudio los
procedimientos son similares a los utilizados en hepatocitos (Xi et al., 2021).

Micronucleos y anormalidades nucleares en células exfoliadas
Stich et al (2018) desarrollaron el protocolo para el ensayo de micronucleos en células

exfoliadas de mucosaoral. Su objetivo era evaluarla exposicion a estresores celulares relacionados
con el trabajo y los estilos de vida. Desde entonces, esta prueba ha sido utilizada con gran
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éxito y se ha convertido en una de las mas ampliamente empleadas, incluso sus aplicaciones se
han extendido a otras mucosas, aunque, con menos éxito, entre ellas son la mucosa nasal, de
esofago, bronquios, cérvix y vejiga (Nersesyan et al., 2006; Sommer et al.,2020).

Dentro de las ventajas se incluyen paralelamente al conteo de células micronucleada,
que se pueden evaluar otros biomarcadores toxicolégicos complementarios (otras anormalidades
nucleares, figuras 2 y 3), ademas la toma es minimamente invasiva e indolora por lo que las
implicaciones bioéticas son las mas basicas, la metodologia es relativamente sencilla, no
son necesarios los cultivos celulares ni de instalaciones especializadas, el almacenamiento
de muestras es comparativamente simple, asimismo el analisis de extendidos celulares no
requiere de mucho tiempo de entrenamiento, los resultados se pueden obtener en plazos cortos
al ser altamente confiables y es una metodologia relativamente econdémica (Torres-Bugarin
et al., 2014a; Sommer et al., 2020). Se puede aplicar a todo vertebrado, pero el 99 % de los
articulos publicados son en seres humanos, y solo el 1 % se han realizado en otros organismos
(Benvindo-Souza et al., 2017). De tal manera que la aplicacién de la prueba de micronucleos y
otras anormalidades nucleares en células exfoliadas se define como una herramienta de uso
frecuente para evaluar el dafo al material genético y con ello vigilar poblaciones en alto riesgo.
Por tanto, la frecuencia de micronucleos y otras anormalidades nucleares en células exfoliadas
funcionan como un “dosimetro interno” para estimar el dafio cromosémico, la identificacion de
la inestabilidad gendmica, genotoxicidad, citotoxicidad, proliferacion y muerte celular (Benvindo-
Souza et al., 2017).

Se debe de tener presente que la cavidad oral es un punto vulnerable o diana de muchos
agentes exdgenos por contacto directo, inhalados o ingeridos, incluso refleja cambios indicativos
de salud-enfermedad y puede revelar condiciones sistémicas o deficiencia nutricia, ademas
muestra efectos secundarios de algunos farmacos o de toxicomanias y es sabido que algunos
de estos estresores son problemas de salud publica. Especificamente, el epitelio de la mucosa
oral es de origen ectodérmico y tiene la caracteristica de ser estratificado no queratinizado con
ventajas Unicas para la aplicacion de prueba de microndcleos, entre ellas la alta proliferacién y
la baja tasa de reparacion del DNA, (Hovhannisyan et al., 2018; Holland et al.,2008; Tolbert et
al.,1991), es un epitelio cuyas células son lo suficientemente grandes para identificar facilmente
los micronucleos y las anormalidades nucleares, estas células al descamarse mantienen el nucleo
y se colorean facilmente, (Figuras 2 y 3) (Squier & Kremer, 2001).

Ademas de las células normales que se pueden evaluar como biomarcadores de
genotoxicidad y citotoxicidad son las células micronucleadas, asi mismo se pueden contabilizar
nucleos lobulados que reflejan dafo al DNA y células binucleadas que se originan por dafio a la
citocinesis (Figura 2a-d).

Conjuntamente, se pueden evaluar algunos marcadores de muerte celular como cariorrexis

cromatina condensada, picnhosis y caridlisis (Figura 3a-d) (Torres-Bugarin et al., 2013a; Torres-
Bugarin et al., 2013b; Torres-Bugarin et al., 2014a; Bonassi et al., 2011; Nersesyan, 2005).
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Figura 2. Células exfoliadas de mucosa oral.

a) Normal: Son células completamente diferenciadas, son las mas grandes, con nucleo bien definido y ovalado,
se tifie uniformemente. b) Micronucleada: Presenta un nucleo principal y una o mas estructuras mas pequefias
denominadas micronucleos. De tamafo entre %5 y % del nucleo principal. La intensidad de la tincion, textura
y plano focal es similar a la nuclear, sin superposicién o puente. ¢c) Nucleo lobulado “huevo roto”: Presencia
de constricciéon de nucleo, la intensidad de tincién entre los l6bulos nucleares es similar. d) Binucleada: Es
una célula con dos nucleos con misma forma, tincién y plano focal, pueden estar en contacto. Debido a
alteraciones en la citocinesis. Tefiida con acridina naranja, amplificacion 6ptica de 100x con Microscopio Carl
Zeiss IVFL Axiostar Plus, filtros de fluorescencia de 450-490 nm. Microfotografias tomadas y donas por Dra.
Olivia Torres Bugarin, Laboratorio de Evaluacion de Genotoxicos. UAG.

Figura 3. Células exfoliadas de mucosa oral.

a) Cariorrexis: Tanto el nicleo como la membrana se observan fragmentadas (a manera de un rompecabezas
cuyas piezas se encuentran dispersas), es indicativo de muerte celular. b). Cromatina condensada: La
membrana se observa bien definida, pero el nucleo con agregados aglutinados de cromatina e intensamente
tefiido. c). Nucleo picnético: Nucleo mas pequefio que un nucleo normal y mas intensamente tefiido. d)
Cariolisis: Células con un nucleo carente de material genético (DNA), asociado a la muerte celular en etapa
mas avanzada. Tefida con acridina naranja, amplificacién éptica de 100x con Microscopio Carl Zeiss IVFL
Axiostar Plus, filtros de fluorescencia de 450-490 nm. Microfotografias tomadas y donas por Dra. Olivia Torres
Bugarin, Lab. de Evaluacion de Genotoxicos. UAGMicronucleos: factores que influyen en su frecuencia.

Micronucleos: factores que influyen en su frecuencia
Con el objetivo de estudiar y validar como biomarcador predictor de riesgo de cancer la

frecuencia de micronucleos en células exfoliadas orales en poblaciones con riesgo identificado,
se creo el proyecto colaborativo “HUman MicroNucleus (HUMNXL)”, el cual es una extensién
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del proyecto HUMN creado para el analisis in vitro de linfocitos binucleados. En ese proyecto se
buscd, entre otras cosas, identificar los factores de confusion que influyen en la frecuencia de
células micronucleadas como por ejemplo el papel del estilo de vida, los factores del huésped,
las exposiciones ocupacionales, y el estado de salud (Fenech et al., 1999, Fenech et al.,2011;
Bonassi & Fenech, 2019). Los resultados de este proyecto mostraron que la frecuencia
espontanea de células micronucleadas (valores de referencia) en sujetos sanos no expuestos a
agentes quimicos genotoéxicos o radiacion es del 0,74 % (IC del 95 %: 0,52- 1,05), con intervalo
de 0,3 y 1,7 %, sin diferencias espontaneas entre sexos y a mayor edad mayor frecuencia
de células micronucleadas (prueba de tendencia p < 0,001). Sin embargo, se debe considerar
que entre poblaciones existe amplia variabilidad. Por otro lado, se ha observado que es un
biomarcador muy sensible a exposicion de origen laboral, ya que la frecuencia de células bucales
micronucleadas es significativamente mayor que el grupo de referencia, en los que destacan
los grupos ocupacionales que declararon exposicion a disolventes, hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH) y gasolina, arsénico y farmacos antineoplasicos. Con relaciéon al efecto de
enfermedades; las oncoldgicas, no necesariamente en la zona de la cabeza y el cuello, se
asocia significativamente con mayor frecuencia de micronucleos para los canceres orofaringeos
(FR =1,72; IC 95 %: 1,19-2,49), los respiratorios (FR = 1,40: IC 95 %: 1,06-1,86) y el resto
formando un solo grupo (FR = 1,94; IC 95 %: 1,46-2,59). También se detecté que el tabaquismo
induce genotoxicidad significativa cuando se consumen mas de 40 cigarrillos al dia (FR = 1,37;
95 % CI 1,03-1,82) y no se detectd asociacion entre mascar tabaco o betel y la frecuencia de
micronucleos; aunque el valor medio univariante de los masticadores es el doble que el de los
controles. Por su parte, no se encontré asociacién entre el consumo de alcohol y la frecuencia
de micronucleos. Por otro lado, el consumo de frutas y verduras de hoja verde tienen efecto
citoprotector (Consumidores vs no consumidores,1.17 % frente a 1.99 % en el caso de las frutas,
y 1. 80 % frente a 2.33 % en el caso de las verduras, respectivamente) (Figura 1) (Fenech et
al.,1999, Fenech et al., 2011; Bolognesi & Fenech, 2019). No obstante, en general se puede
decir que las consecuencias de la formacion de micronucleos aun estan lejos de ser claras
(Terradas et al., 2016).

Discusion

La estabilidad gendmica es vital para el correcto funcionamiento celular y la salud de
cualquier organismo, no obstante, a lo largo de la vida se esta expuesto a un sin fin de genotoxicos
ya sea xenobidticos o los liberados por el propio metabolismo celular, los que a menudo
silenciosamente alteran esta estabilidad y para cuando es evidente el dafio es definitivo. Pero,
hasta cierto punto, el efecto es diferente entre especies y entre individuos, lo cual podria depender
de factores genéticos, ambientales o estilos de vida, entre otros (Figura 1). De tal suerte que, la
identificacion de mutaciones que causan inestabilidad cromosémica o enfermedades podria ser
un criterio diagnostico que permita comprender los procesos patoldgicos y la posible eleccion
del tratamiento.

Entonces, la cuestion es poder identificar oportunamente a aquellos individuos que
resulten mas susceptibles al dano genético y que por ello seran mas propensos al desarrollo
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de problemas oncoldgicos, a la manifestacion o aceleramiento de enfermedades complejas o
al envejecimiento prematuro. Asi que es apremiante contar con técnicas de facil ejecucion y
relativamente econdémicas, que por medio de biomarcadores permitan identificar a tiempo a los
individuos mas vulnerables de dafio genético, y la prueba de micronucleos y otras anormalidades
nucleares en mucosa bucal ofrece una oportunidad inigualable. La técnica de micronucleos en
mucosa bucal es ampliamente utilizada a nivel mundial, lo cual es atribuible a todas sus bondades
[sencillez metodoldgica, poco invasiva e indolora durante la recoleccidon de muestras, sensibilidad
y economia, entre otras], no obstante, y pese a ello, es necesario destacar algunos aspectos.

En esta situacion al realizar estudios de poblaciones en riesgo, como aquellos que
investigan los efectos genotoxicos, los métodos estadisticos a menudo no logran identificar de
manera especifica los casos con valores de micronucleos y anormalidades nucleares que exceden
los intervalos de confianza (IC = px0) o el rango intercuartilico (RI = m + Q). En su lugar, se
procesa la informacion para obtener medidas descriptivas, como medias, desviaciones estandar
o0 medianas, asi como medidas de dispersion que ilustran la variabilidad de la distribucién. Luego,
se aplican pruebas estadisticas pertinentes, como la prueba t de Student o la U de Mann-Whitney,
para determinar si existen diferencias significativas entre los grupos de estudio. En consecuencia,
se puede concluir si el objeto de estudio es genotdxico o no, o si tiene un efecto citoprotector,
dependiendo del objetivo de la investigacion.

Sin embargo, surge la interrogante sobre el destino de los casos atipicos o los datos
denominados “outliers” en cada grupo de estudio que ocurren mas alla del IC o RI, especialmente
aquellos cuyos valores exceden la media mas una desviacion estandar o el tercer cuartil. Por
ejemplo, ¢ si no se detectan diferencias significativas entre grupos, se puede inferir que no han
sufrido dafio debido a la ausencia de efectos estadisticos (p < 0.05)?

De tal manera que, sin duda en términos generales los valores “atipicos” pueden tener
impacto significativo en los resultados de un analisis estadistico o podrian ser errores en los datos
(por medicién o entrada de datos incorrecta), por tanto, su identificacion y correccion pueden
mejorar la calidad de los datos y evitar conclusiones erréneas. No obstante, es importante tener
en cuenta que el manejo de los valores atipicos depende del contexto y los objetivos del analisis
estadistico. En algunos casos, puede ser apropiado eliminarlos o corregirlos, mientras que en
otros casos pueden ser de interés y deben ser analizados en detalle. Ya que, en muchos casos,
los valores “outliers” en el campo de la biomedicina pueden contener informaciéon adicional
0 representar situaciones excepcionales o unicas en los datos, de tal suerte que en lugar de
eliminarlos, su inclusion en el analisis puede proporcionar una comprension mas completa de los
fendmenos estudiados. Es por esto que los datos atipicos deben ser interpretados con cuidado
y considerados en el contexto clinico y cientifico adecuado, ya que podrian por ejemplo indicar
la presencia de mutaciones genéticas raras o variantes genéticas unicas que pueden estar
asociadas con una enfermedad o condicion especifica, en ensayos clinicos y estudios de eficacia
de medicamentos, los valores “outliers” pueden indicar una respuesta inesperada o excepcional
al tratamiento y ser el punto de partida para investigaciones adicionales sobre la variabilidad en
la respuesta de los pacientes a ciertos tratamientos y ayudar a identificar subgrupos de pacientes
que pueden beneficiarse mas o menos de un tratamiento especifico, o en la farmacovigilancia
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y la deteccion de eventos adversos, los valores atipicos pueden indicar reacciones inusuales o
graves a medicamentos o terapias. Estos valores atipicos pueden ayudar a identificar efectos
secundarios raros pero significativos y contribuir a la mejora de la seguridad y la eficacia de los
tratamientos médicos (Guan & Tibshirani., 2022; Tibshirani, & Hastie, 2007).

Por tanto, es precisamente estos casos los que ahora llaman nuestra atencion (Figura 1),
pregunta que surge debido a que en este tipo de estudios particularmente cada punto representa
una persona, en quienes el dafio de hecho existe y la inestabilidad gendmica en estos individuos
es real y son personas altamente susceptibles, que requieren de atencion especial, ya que
presentan alto grado de dafio a sugenomay que aunque se desconoce con precision los efectos
que a futuro pueda generar la inestabilidad del material hereditario, si se sabe que el riesgo de
carcinogénesis es mayor al igual que el desarrollo de enfermedades crénico degenerativas y
que podrian no darles la importancia que se requiere, al quedar su dato perdido en un analisis
estadistico, que expresa el comportamiento general de una poblacion.

Por lo tanto, estos sujetos de estudio son los que se deberian de considerar como
candidatos perfectos para tomar medidas preventivas, ya que el nimero de micronucleos es un
biomarcador factible de modificar sus valores mediante diferentes medidas preventivas y habitos
saludables, como por ejemplo la suplementacion con diferentes antioxidantes como el acido folico
(Gémez-Cabrera et al., 2024; Zuhiga-Gonzalez et al., 2007). Este hallazgo se vuelve trascendente
por la aplicacion del uso de estos biomarcadores no solo en proyectos de investigacion sino
también en la practica clinica.

Entonces, la frecuencia de micronucleos al ser un biomarcador predictivo de lainestabilidad
gendmica y sus consecuencias patologicas también es Gtil para monitorizar la eficacia y seguridad
de las intervenciones destinadas a mejorar la salud gendmica. Por ejemplo, la deficiencia o el
exceso de micronutrientes puede tener efectos modificadores sobre la integridad gendmica, ya
que, los micronutrientes proporcionan cofactores necesarios para la funcién adecuada de las
enzimas que participan en la reparacion del DNA, la desintoxicacién o el mantenimiento de la
metilacién del genoma (Fenech et al., 2021; Bonassi & Fenech, 2021). Luego, la suplementacion
con antioxidantes, las intervenciones dietéticas y el estilo de vida y otros factores epigenéticos,
pueden contribuir a reducir, proteger o modificar favorablemente la estabilidad del genoma, incluso
deberia de ser una prioridad en salud publica, ya que la prevencién es la mejor intervencion.
Incluso, se sabe que en algunos procesos, la frecuencia de células micronucleadas es modificable
mediante diferentes estrategias como el uso de antioxidantes como se observo en pacientes con
la enfermedad de Parkinson caracterizada por altos niveles de estrés oxidativo a los que se les
suministré |-dopa y carbidopa, ambos con potente efecto anitmicronucleogénico (Colamartino et
al., 2017), al igual que el caso de la suplementacion de acido félico ( 516 microgramos/dia) en
mujeres en menopausia (p = 0,010) (Titenko-Holland et al., 1998), o de 5 mg/ 3 veces por dia en
pacientes con diabetes mellitus en quienes el daio genotdxico se reduce al 50 % (Gémez-Meda
et al., 2016; Zuniga-Gonzalez et al., 2007; Mullner et al., 2014), incluso si esta bajo tratamiento
de hemodidlisis (Stopper, et al 2008), también se observan efectos similares con el consumo de
nuez de Brasil (Bertholletia excelsa) (Macan et al., 2024). Este efecto también se determiné con el
uso de estatinas (5-10 mg/dia de rosuvastatina o 10-20 mg/dia de atorvastatina) en personas con
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dislipidemia (Donmez-Altuntas et al., 2019). En el caso pacientes con obesidad a quienes se les
realizé cirugia bariatrica disminuyeron, ademas del peso, la frecuencia de linfocitos micronucleados
con el beneficio adicional de la disminuciéon de la frecuencia de apoptosis e incremento de
indice mitético (Bankoglu et al., 2018). En el caso de pacientes infectados con Schistosoma
haematobium y tratados con praziquantel (40 mg/kg/por peso corporal), se identificé que este
farmaco disminuye 8 veces la frecuencia de células micronucleadas exfoliadas uroteliales (Anwar
& Rosin, 1993). Por otro lado, el tratamiento de enfermedades mitocondriales con ubidecarenona,
con el analogo de la coenzima Q10, disminuy6 50 % la frecuencia de linfocitos micronucleados
(Migliore et al., 2004), o en su caso el tratamiento de la enfermedad renal créonica con jugo de uva
sin fermentar se observé que reduce el dafio gendmico (Corredor et al., 2016); y la benfotiamina
reduce el dafio gendmico en linfocitos periféricos de pacientes con hemodialisis (Schupp et al.,
2008), o el uso de alfa-tocoferol en el tratamiento preventivo de leucoplasia oral (Benner et al.,
1994), o la reduccién de micronucleos en pacientes con liquen plano orales después de ser
suplementados con betacaroteno (Buajeeb et al., 2008).

En este contexto, es crucial resaltar que la deteccién temprana de individuos vulnerables
constituye un elemento fundamental. Identificar a estos individuos no solo representa una
oportunidad unica para aplicar medicina preventiva, sino que también brinda la posibilidad de
intervenir de manera proactiva en su salud. Las evidencias disponibles hasta el momento sugieren
que es factible modificar las frecuencias de células micronucleadas mediante la utilizacién de
diversos agentes. Este descubrimiento subraya la importancia de identificar a las personas
susceptibles, al tiempo que abre la puerta a la implementacion de intervenciones personalizadas
y estratégicas que podrian mitigar o prevenir los efectos adversos. En ultima instancia, estos
hallazgos no solo proporcionan una comprension mas profunda de los mecanismos subyacentes,
sino que también permiten abordar de manera mas efectiva los desafios relacionados con la
salud y el bienestar de la poblacién en riesgo.

Conclusiones

A pesar de la diversidad de factores que contribuyen a la variabilidad en la frecuencia
de micronucleos y anormalidades nucleares como los factores genéticos, condicion de salud,
metabdlicos, ambientales, estilo de vida, e incluso metodolégicos como la obtencion de datos; los
métodos de colecta, procesamiento de muestra, numero y criterios de células analizadas, entre
muchos otros, la prueba de micronucleos en tejido de mucosa oral es un efectivo biomarcador
para detectar personas vulnerables a la genotoxicidad y citotoxicidad, e incluso con altas
probabilidades de ser modificables favorablemente mediante medidas como suplementacion de
antioxidantes y el cambio a una vida mas saludable.
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