Int. J. Morphol.,
31(2)650-657, 2013.

Utilidad de la Prueba de Micronucleos y Anormalidades
Nucleares en Células Exfoliadas de Mucosa Oral en
la Evaluacion de Dafo Genotoxico y Citotdxico

Utility Micronucleus Test and Nuclear Abnormalities in Exfoliated Cells
of Oral Mucosa in the Evaluation of Genotoxic and Cytotoxic Damage

Olivia Torres-Bugarin® & Maria Luisa Ramos-lbarra™

TORRES-BUGARIN, O. & RAMOS-IBARRA, M. L. Utilidad de la prueba de microniicleos y anormalidades nucleares en células
exfoliadas de mucosa oral en la evaluacion de dafio genotdxico y citotokidoMorphol., 31(2)650-657, 2013.

RESUMEN: Los microndcleos son fragmentos o cromosomas completos que quedan fuera del nicleo durante la mitosis; me-
diante su estudio se pueden evaluar los efectos de genotéxicos ambientales y ocupacionales. Esta prueba es amplisaneate utilizad
una alternativa eficaz, sencilla y econdémica para detectar la perdida de material genético. Por otra parte, la cavidadeftejgyued
estado de salud de los individuos, debido a que la mucosa que la recubre, puede presentar evidencias a nivel microscépico como
macroscépico de cambios indicativos de enfermedad local sistémica o por exposicién a sustancias toxicas asi como eégies secund
por tratamientos. Dichas ventajas, favorecen su utilizacién en pruebas para evaluar genotéxicos o citotéxicos. La muzasaras una
protectora del resto del organismo, es un punto de contacto de agentes potencialmente peligrosos; por tanto, se tdendessisitieptib
dafos. El epitelio de revestimiento oral (60%) es estratificado no queratinizado formado por células con abundante piopliésma,
la penetracion de colorantes y facilita la observacion e identificacién de caracteristicas morfoldgicas del nlcleo y nedutdorana ¢
Ademas la mucosa tiene elevada capacidad proliferativa y aunque esta particularidad mantiene la poblacion celular gaststante, po
lado, se vuelve mas vulnerable a dafio al ADN. Esto cobra relevancia ya que el 90% del cancer tienen origen epitebahacsdsmie |
oral es usada para monitorear eventos genotoxicos tempranos causados por cancerigenos inhalados o ingeridos. Estd@pitelio es d
acceso, poco invasivo, por lo que al tomar la muestra a los individuos, se les genera minimo estrés. Por todo lo gitelimgral e
es un tejido ideal para aplicar la técnica de micronlcleos y deteccién de anormalidades nucleares sin necesidad delardsys cel
gue representa una oportunidad para realizar estudios epidemioldgicos en poblaciones de alto riesgo.

PALABRAS CLAVE: Micron(cleos; Mucosa oral; Anormalidades nucleares; Evento genotéxico y citotoxico.

INTRODUCCION

Se ha descrito a la cavidad oral como el espejo gper lo tanto; representa una barrera protectora para poten-
refleja la salud del individuo, pues en la mucosa que reculwmiales carcindégenos los que al ser metabolizados generarian
la boca se observan cambios indicativos de enfermedadiltiples metabolitos reactivos; este tejido si protege al res-
ademas permite identificar efectos locales de tabaco o alto-del organismo de que estos compuestos penetren a otros
holismo; puede revelar condiciones sistémicas, como la digrganos; sin embargo, la mucosa al estar expuesta a estos
betes o la deficiencia vitaminica o bien, podria mostrar efeggentes, es susceptible de sufrir dafio. Por otra parte, es im-
tos secundarios originados por tratamientos quimioterpertante considerar que aproximadamente el 60% del totall
péuticos y radioterapia, ya que estas limitan la capaciddd la superficie de revestimiento oral es epitelio no
proliferativa de las células epiteliales, e incluso el tejidqueratinizado; lo que favorece la absorcién de colorantes y
bucofaringeo llega a adelgazarse al punto de formar ulcefasilita a la vez la observacion e identificacion de caracte-
(Squier & Kremer, 2001). Las caracteristicas del epitelio désticas morfolégicas del nacleo y membrana celular a tra-
la mucosa oral que favorecen su utilizacion en pruebas p&és del microscopio (Squier & Kremer). Este epitelio, cuenta
evaluar genotoxicos o citotoxicos, es el punto de contaaton una capacidad especial proliferativa, lo que permite que
gue tiene con muchos agentes potencialmente peligrosiaspoblacion celular se mantenga constante; sin embargo,
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esta caracteristica lo vuelve méas vulnerable a lesiones pespecificamente, micronucleogénicos (Hedtkd, 1991).
ducidas en el ADN; por lo que cobra relevancia, ya que se
calcula que el 90% de todos los tipos de cancer tienen ori-  El conteo de los MN, es llevado a cabo facilmente en
gen epitelial. Asi que la mucosa oral podria ser usada patelquier tejido que se divida (Heddleal), como en el
monitorear eventos genotéxicos tempranos causados ppitelio de mucosa oral (Bonasdial; Torres-Bugariret
cancerigenos inhalados o ingeridos (Slack, 2000). Otra vexh; 2004). Especificamente, los MN observados en células
taja que presentan las células de este epitelio, es que presgfeliadas de tejido epitelial se forman en las células de la
tan abundante citoplasma y conservan el nicleo al momeapa basal que es donde se lleva a cabo la division celular,
to de ser exfoliadas (Squier & Kremer); aunado a que sesta migran a la superficie en el transcurso de 5 a 14 dias, de
de facil acceso y es posible colectarlas mediante técnitasmanera que el monitoreo de poblaciones en este tejido
minimamente invasivas y relativamente indoloras, lo qumiede reflejar el dafio ocurrido durante este tiempo, la mues-
produce minimo estrés a las personas que se les tom#rdase toma mediante un raspado de mucosa; se hace el ex-
muestra por lo que es bien aceptada; e incluso, estas céltdaslido en portaobjetos perfectamente limpios, se fijan en
se pueden estudiar sin necesidad de realizar cultivos celdganol al 80%, se tifien con colorantes basicos o especificos
res, facilitando y disminuyendo el costo de la técnicpara ADN (Hollandet al, 2008; Nersesyaet al, 2006) y
(Bonassiet al, 2011; Torres-Bugariet al, 1998, 2009). se analizan entre 500 a 4000 células (Cepai, 2011), en
Por lo tanto, es posible utilizar las células de la mucosa olas que se registran los MN encontrados (Fig. 1).
para evaluar el efecto genotdxico y citotéxico en poblacio-
nes en alto riesgo, de forma sencilla, rapida y econémidatras anormalidades nucleares (AN) en células exfoliadas
esto mediante la prueba de micronucleos (MN) y deteccide mucosa oral Ademas de los MN en células exfoliadas
de diversas anormalidades nucleares (AN) (Toleedl, Tolbertetal (1991), describen otras AN, las que ademas de
1992); por tanto, dicha técnica representa una oportunidset fendmenos que podrian ocurrir en procesos normales de
para realizar estudios epidemiol6gicos del impacto del edfiferenciacién celular, son indicadores de dafio al ADN,
lo de vida, exposicién ocupacional, nutricion, evolucién detotoxicidad y muerte celular; ya que las alteraciones mas
enfermedades crénico degenerativas, procesos de envejsggestivas en la morfologia de las células neoplasicas se
miento, exposicidn a genotdxicos, como: medicamentgs;oducen en el nicleo, donde las modificaciones son en el
radioterapia, tabaco, alcohol, drogas, y por supuesto cantamnario, densidad y distribucion de la cromatina; estas anor-
asi como tratamientos antineoplasicos, entre otros (Bonassilidades se pueden distinguir de células normales por sus
et al; Torres-Bugariret al, 1998, 2004, 2007, 2009; To- alteraciones ya sea en el citoplasma o en la morfologia del
rres-Bugarin, 2000). nacleo, entre ellas se encuentran la cromatina condensada
(CC), cariorrexis (CR), nucleo picnético (NP), cariolisis
Células micronucleadas (CMN) en mucosa oral como (CL), nucleo lobulado también llamado prolongacion nu-
parametro de dafio genotdxicoEl monitoreo del dafio clear, “bud cell” o “broken eggs” (NL, BE) y la presencia de
genético en las poblaciones expuestas mediante la utilizélulas con dos nucleos, llamadas células binucleadas (BN).
cion de biomarcadores, se vislumbra como una herramieiiamecanismo de formacién o su significado biolégico de
Gtil en la prevencion de tumores en la deteccién tempracada una de estas AN no esta muy bien esclarecido, sin em-
de efectos secundarios, de enfermedades crénidmargo, bajo condiciones patoldgicas (obesidad, artritis
degenerativas y envejecimiento precoz (Bonessal.). Y
los MN son una herramienta Gtil para ello, ya que se form
durante la transicién de metafase—anafase en mitosis y
den ser cromosomas completos rezagados ocasionado
un dafio al uso mitético (efecto aneuploidégeno) o bien, frag-
mentos de cromosomas sin centrémero (dafio clastogénicp)i\
en ambos casos; no lograron incorporarse al nicleo de las®
células hijas (Schmid, 1975); lo que permite, diferenciarlos -
por el tamafio de los MN (Migliort al., 1996) o la presen-

cia del centrémero o cinetdcoro (Afshatial, 1989). Es- /4 4',. - pos 3
tos eventos pueden ocurrir espontaneamente, sin embargo? C}?,,-, o (.
' 4 -
-~

en presencia de ciertos agentes enddgenos (Migliare . i
Ramos-Remust al, 2002; Rodriguez-Vazquezal, 2000) Fig. 1. Epitelio oral estratificado plano no queratinizado; En capa

0 ex0genos como se muestra en la Tabla l, Ia.presenCIaogq%| se lleva acabo la divisién celular, y es donde se originan los
MN incrementan; convirtiéndose estos, en indicadores dgicrontcleos (MN) y anormalidades nucleares (AN) para luego
efecto de agentes mutdgenos, genotdxicos o teratégemigrar a la superficie.
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Q
3 g w  reumatoide, lupus eritematoso sistémico, diferentes tipos de can-
L5 | 5% 42 iz 8 « cer, problemas hematolégicos como: linfoma Inmunoblastico,
28 | ga- €S £%7 |42 Hodgkin; leucemia aguda megaloblastica, granulocitica crénica,
eS| RS AN %5 | £g linfocitica aguda; anemia linfocitica trombocitopénica; mieloma
= S & mdltiple; entre otras) (Torres-Bugarin, 2000) o de exposicion (ta-
E— L baco, alcohol, drogas y quimioterapia antineoplasicay); se observan
5 Y altas frecuencias de células con AN (Tabla I). A este respecto, Raj
@ n
ga g3 g g5 |3 g etal, describen efecto dosis-respuesta, en la formacién de MN y
- - - 7 |28 AN en pacientes con cancer oral, por lo que se utiliza como un
" O marcador de radiosensibilidad (R&plL, 2011). Es importante men-
T = ) - SN
5 e o - —a| o cionar, que también se observan en procesos de envejecimiento,
@ == ' So ol B~
] o A HH HA 3; § i como lo describen Thomas. (2008), en donde los MN, NL y las
] o0 o0 oo
dad =< e <21 23  células BN estan elevadas tanto en pacientes con sindrome de Down
O Q
&T como en individuos de edades de 64 a 75 afios. Por todas estas
m QL
Lo Q0% = ® = caracteristicas ya sefialadas, la prueba de identificacién de AN se
§ HoH E de é 2 usa con frecuencia como marcador de dafio al ADN (al analizar
o = 00 <t = >
e cee g8 MNy NL); defectos en la citocinesis (por la presencia de varias
e]
£ é células BN); evidencia de muerte celular (al observar CC, CR, PN,
S o 0 — _ | &% CL); indicadores de diferentes etapas de necrosis (cuando se pre-
S« oo o : =
T = H HH S| g1 sentan varias células con PN, CC, CR, CL); asi como un

g} N < < S\l o
o - ! (] . e ~ . e
da T4 ad « |52 identificador de respuesta al dafio celular (al manifestarse células

S Q
ﬁ f con PNy CC). Para su identificacion, basicamente se usan los cri-
. o . 232 terios establecidos por Tolbert en 1991 los cuales se describen a

e « ; i
s S 2 < ; - 55 continuacion (Thomast al, 2008; Tolberet al, 1991, 1992):
+H H = a =
o Q oSS L c
NS o o9 L L . -

< =2 Células Normales (CN): el nucleo esta uniformemente tefii-

. = ‘f, .j'.f do, es redondo u oval, se distinguen de las células basales porque
P bxo 32 Zs Se| 28 son de mayor tamafio y el nicleo es mas pequefio en relacién al

oo +H H| O =
i 44 o 4 8 Xz| 5 2 citoplasma. No contienen ninglin otro cuerpo o estructura aparte
<+ <+ < AN SN [
3 (=} — — o (%) , Ve .
e S, delnudcleo que contenga ADN, estas células son consideradas como
c
&S células totalmente diferenciadas y no se observan divisiones celu-
c
5= "o lares (Thomast al.,2009; Tolberet al, 1991) (Figs. 2ay 2b)
o o T b} ] Z o ! ! 7 ' '
= HAHH = = o«
< (]
oo ;o= . . .
% g Célula Micronucleada (CMN): se caracteriza por la presen-

o s § cia de un nucleo principal y uno o mas pequefias estructuras nu-
*;g S32 ! §§ a2 S & cleares denominadas MN. Un MN tiene la forma redonda o
Ja DUt I a4 A2 @ almendrada y mide entre 1/3 y 1/16 del ndcleo principal, presenta
P & S SIS PP Yl € . . . -

= G 8 la misma intensidad, textura y plano focal que el nicleo y es un

g % fragmento o un cromosoma completo que al momento de la mitosis
o § g no se integra a uno de los nicleos de las células hijas (Tledbmas
wy O \© .
Vs 9 % +4 E€ al, 2009; Tolberet al.,1991) (Fig. 2c).
<+ ¥ = = me|l 8
w38 g . .
g % Célula binucleada (BN): son células que contienen dos nu-
‘g S cleos principales, usualmente los nlcleos estan muy proximos e
g 8 %  incluso podrian hacer contacto, ambos con morfologia y tincion
) n &  similar a un nacleo normal. No parecen implicar una interaccion
=] [%] . . . . .
E E 5 S e directa con el ADN, sino que involucra la interferencia con los he-
z 3 0 2z g's  chos ocurridos a finales de la division celular. Se piensa que es un
- § 3.1 Sk 33 2 8 evento que tiene lugar en dos etapas, en primer lugar ocurre la mi-
< 8 . = 2 S e . P . . . .
T,[ﬁ g T s E % ¢ g4 § '§”é " §5 tosis que dara origen a dos nucleos pero.el cnoplasma} no se divide;
£E= 288 g 2 g?é gég £S5 2w § < en consecuencia, se forma una célula binucleada, misma que sera
4 < Q —_ . . . . . . . .
$25 | 8228 2E2 3 £2 25£g W g eliminada si pertenece a un epitelio de revestimiento, pero si este
S X i = X X O 4] [} o o 4] v — = L, , . .
CRSNS) Rz AEZ Z+Z Aaf-- £ 2 fenémeno ocurre en una célula del epitelio basal o pertenece a otro
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Fig. 2a. Células Normales, b ndcleo normal, ¢c. Célula microntcleada (CMN); flecha microntcleo (MN); d. Célula binucleagla (BN),
Cariorrexis (CR); f. Cromatina condensada (CC); Microscopio Binocular Mca. Carl Zeiss Mod Axiostar Plus.Fluorescenciard\ife Filt
450 a 490 Nanometros, Objetivo Planacromatico 100x/1.25 oil, camara Axiocam Icc 1, Imagenes capturadas a 400 y a 100€adesnentos

tejido entonces ambos nicleos de la célula binucleada eremosomas de ambos nlcleos quedaran incluidos en el
traran en mitosis al mismo tiempo, entonces cuando ladsmo huso y seran arrastrados juntos, asi que en el mo-
membranas nucleares se desintegren, simultaneamentemi@sto de que la mitosis esté completa, habra dos células

654




TORRES-BUGARIN, O. & RAMOS-IBARRA, M. L. Utilidad de la prueba de microntcleos y anormalidades nucleares en células exfoliadas de mucosa oral en la evaluacimotiéxitarip g
citotéxico. Int. J. Morphol., 31(2)650-657, 2013.

Fig. 2. g-h. Nucleo lobulado tipico (NL); Nucleo lobulado, i. Nucleo picnotico, flecha (PN); j. Cariolisis (CL). MicroscopauBr
Mca. Carl Zeiss Mod Axiostar Plus. Fluorescencia IVFL Filtro de 450 a 490 Nandmetros, Objetivo Planacromatico 100x/i2feaoil, ca
Axiocam Icc 1, Imagenes capturadas a 1000 aumentos reales.

con doble material genético cada una o bien, una célulécleo fragmentado. estas células al igual que las células en
tetrapaploide, si se repite el fenémeno de interrupcién dedarriorexis terminan con la fragmentacién del nicleo, lo que
citocinesis (Shi & & King, 2005; Thomasal, 2009; Tolbert conlleva la desintegracién eventual y algunas veces apare-
et al, 1991) (Figs. 2d). cen como estructuras similares a los MN, pero estas no de-
ben de ser contabilizadaos como MN ya que su origen aun
Cariorrexis (CR): células que presentan un nlcleo que s® es determinado, tal vez estan en etapas tempranas de la
caracteriza por agregacion de la cromatina nuclear. Con rapoptosis aunque dicha informacién alin no es concluyente
pecto a las células de cromatina condensada, ellas tiefiEhomaset al, 2009; Tolberet al, 1991) (Fig. 2f).
un patron moteado nuclear indicativo de la fragmentacion
nuclear conducente a la eventual desintegracién del nicleo.  Nucleo lobulado o prolongacion nuclear, broken
Estas células tal vez estan pasando por una fase avanzips (NL-BE): el nlcleo presenta una constriccién en un
de apoptosis pero esto aun no ha sido comprobado (Thoraagemo, sugestivos de un proceso de eliminacién de mate-
et al, 2009; Tolberet al, 1991) (Fig. 2e). rial nuclear por gemacion. El I6bulo presenta las mismas
caracteristicas morfol6gicas y de tension que el nucleo, pero
Cromatina Condensada (CC)estas células tienen nlcleosel tamafio es de 1/3 a 1/4 del nlcleo; Tolbesl (1991)
intensamente tefidos, con regiones condensadas o cromdtisadefinié como “Broken egg”, y Bhattathat al (1998)
agregada exhibiendo un patron nuclear moteado o estriadescribe estos fenémenos como “Nuclear buds” reconocién-
es evidente que la cromatina esta agregada en algunagiodas como anormalidades nucleares. El origen y significa-
giones del nacleo; mientras que se pierde en otras areasgdadioldgico de los BE en células exfoliadas aun no es total-
cuando la condensacién es extensa da la apariencia dengémte comprendido y existen muy pocas publicaciones con-
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cernientes a este tema. Algunos investigadores considerartes es aproximadamente de 1/3 del ndcleo normal y se pien-
los “nuclear buds” en linfocitos como indicadores dea que estas células tal vez son una forma de muerte celular;
genotoxicidad, sin embargo, en células exfoliadas no es cén embargo, el mecanismo preciso sigue siendo desconoci-
ro ya que frecuentemente en diversos procesos de salutby Hasta el momento, solo se correlaciona con diferencia-
enfermedad aparecen con mayor frecuencia CMN en coain y maduracién de las células epiteliales (Thostas.,
paracion a las “nuclear buds”, por lo tanto; se puede a2009; Tolberet al, 1991) (Fig. 2i).
mir que las células con NL, no estan asociadas a eventos
genotdxicos, clastogénicos o aneuploidogénicos, pero tal veariolisis (CL): estas células estdn completamente vacias
si a procesos degenerativos en la primera capa de céladasADN y por lo tanto, no tienen nlcleo. Es probable que
epiteliales (estrato germinativo) (Narsesyan, 2005; Thomespresenten una fase muy avanzada en el proceso de muerte
et al, 2009; Tolberet al, 1991) (Figs. 2g y 2h). celular. La correlacién positiva entre células picnéticas y
en cariolisis, sugiere que estas Ultimas, se derivan directa-
Nucleo picnético (PN):estas células se caracterizan por tanente a partir de células con cromatina condensada o indi-
ner un nucleo pequefio, con alta densidad de material neetamente a través de células picnoéticas (Tharhas,
clear uniforme e intensamente tefiido. El diametro del n8009; Tolberet al, 1991) (Fig. 2j).

TORRES-BUGARIN, O. & RAMOS-IBARRA, M. L. Utility micronucleus test and nuclear abnormalities in exfoliated cells of oral
mucosa in the evaluation of genotoxic and cytotoxic damagel. Morphol., 31(2)650-657, 2013.

SUMMARY: Micronucleus are fragments or whole chromosomes that are outside the nucleus during mitosis. Through this study
we can evaluate the environmental and occupational the genotoxic effects. This test is widely used because it is aveaaljeafiatiie,
it is a simple, fast and inexpensive way to detect the loss of genetic material. Meanwhile a healthy oral cavity is dedansedn the
overlying mucosa changes indicative of local or systemic disease, toxic exposure and side effects of treatments can. bEhib&aroes
their use in tests to assess the presence of genotoxins or cytotoxins. Although protective barrier from the rest o the lpodyt iof
contact of potentially dangerous agents thus becoming susceptible to damage. Coating and oral epithelium (60%) are fatified by st
non-keratinized cells with abundant cytoplasm, allowing the absorption of dyes and facilitating microscopic observatentifanadion
of nucleus and membrane morphological characteristics. It has a particularly proliferative capacity, and even thougtutargypart
maintains constant cell population, on the other hand, becomes more vulnerable to DNA damage. This information is Bflévaftils
cancers are of epithelial origin. Therefore, the oral mucosa is used to monitor early events caused by inhaled orangested g
carcinogens. Epithelium is easily accessible and minimally invasive, thereby generating less stress when samples &enoktauhed
participants. In view of the above, oral epithelium tissue is ideal for implementing micronucleus assay and for threafetactear
abnormalities without the need for cell cultures, which presents a unique opportunity for epidemiological studies ingughtaistns.

KEY WORDS: Micronucleus; Oral mucosa; Nuclear abnormalities; Genotoxic y citotoxic event.
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