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RESUMEN
La integridad genética de la población humana se

encuentra comprometida por la gran actividad indus-
trial; por lo que es importante determinar qué se cono-
ce como un nivel “aceptable” de daño genético y reali-
zar ensayos de genotoxicidad de manera rutinaria en
poblaciones de riesgo. Los micronúcleos son cuerpos
citoplasmáticos de naturaleza nuclear, se correspon-
den con material genético no incorporado correcta-
mente a las células hijas durante la división celular,
reflejan aberraciones cromosómicas y se originan por
roturas cromosómicas, por errores durante la replica-
ción y posterior división celular del ADN y/o por la
exposición a agentes genotóxicas. Existen factores
capaces de influir o modificar el número de micronú-
cleos presentes en una célula (edad, género, vitaminas,
tratamientos médicos, exposición diaria a agentes
genotóxicos, etc.).

El ensayo citogenético para la detección de micro-
núcleos (CBMN: cytokinesis-block micronucleus) se
basa en la utilización de un agente químico, denomina-
do citocalasina-B capaz de impedir la citocinesis per-
mitiendo la división nuclear proporcionando a las célu-
las un aspecto de células binucleadas monodivididas.
El recuento de micronúcleos se realiza sobre 1.000
células binucleadas y la muestra de partida puede
variar aunque lo óptimo es el uso de linfocitos aislados
de sangre periférica.

El ensayo de micronúcleos está considerado como
un ensayo práctico, universalmente validado y accesi-
ble tecnológicamente, útil para evaluar la inestabilidad
genética inducida por agentes genotóxicos. 

Palabras clave. Micronúcleos. Aberraciones cromo-
sómicas. Agentes genotóxicos. Inestabilidad genética.

ABSTRACT
Human genetic integrity is compromised by the

intense industrial activity, which emphasizes the
importance to determine an “acceptable” genetic
damage level and to carry out routine genotoxicity
assays in the populations at risk. 

Micronuclei are cytoplasmatic bodies of nuclear
origin which correspond to genetic material that is
not correctly incorporated in the daughter cells in
the cellular division; they reflect the existence of
chromosomal aberrations and are originated by
chromosomal breaks, replication errors followed by
cellular division of the DNA and/or exposure to
genotoxic agents. There are several factors able to
modify the number of micronuclei present in a given
cell, among them are age, gender, vitamins, medical
treatments, daily exposure to genotoxic agents, etc. 

The cytogenetic assay for the detection of
micronuclei (CBMN: cytokinesis-block micronucleus)
is based on the use of a chemical agent, cytochalasin-
B, which is able to block cytocinesis but allowing the
nuclear division, therefore yielding binucleated and
monodivided cells. The micronuclei scoring is
performed on 1000 binucleated cells and the starting
sample may vary, although most studies are performed
on peripheral blood lymphocytes. 

The micronuclei assay is considered a practical,
universally validated and technically feasible protocol
which is useful to evaluate the genetic instability
induced by genotoxic agents. 

Key words. Micronuclei. Chromosomal
aberrations. Genotoxic agenets. Genetic instability. 
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INTRODUCCIÓN
En las últimas décadas, la integridad

genética de la población humana se ha
visto comprometida por la gran actividad
industrial, que provoca la exposición a
productos químicos y agentes genotóxi-
cos. Además, existen otros factores capa-
ces de influir en la integridad cromosómi-
ca tales como el estilo de vida, los cambios
climáticos (debido al progresivo debilita-
miento de la capa de ozono), los trata-
mientos médicos, algunos polimorfismos
genéticos, etc. Es importante, por todo
ello, determinar qué se conoce como un
nivel “aceptable” de daño genético en una
población concreta, realizar ensayos de
genotoxicidad de manera rutinaria y moni-
torizar aquellos individuos que, por su
ocupación laboral o estilo de vida, se
encuentran más expuestos o con mayor
riesgo de sufrir alteraciones capaces de
modificar su estabilidad genética1. Con
esta finalidad se desarrolló el ensayo cito-
genético de micronúcleos, capaz de detec-
tar indirectamente rotura o pérdida cro-
mosómica y que actualmente se encuentra
en gran auge dada su utilización en líneas
de investigación sobre mutagénesis, para
conocer in vitro el efecto genotóxico de

nuevos agentes químicos tanto a nivel
ambiental con nuevos plaguicidas y pesti-
cidas, como en el ámbito sanitario con la
utilización de nuevas drogas citostáticas
en los tratamientos antitumorales2.

En el caso concreto de los compuestos
tóxicos del tabaco, su capacidad carcino-
génica depende fundamentalmente de la
activación de los componentes neutros de
la fase particulada por enzimas halladas en
múltiples tejidos, siendo los compuestos
más importantes los benzopirenos y
dibenzoantracenos. Una vez activadas,
estas moléculas tóxicas por sí mismas o
alguno de sus metabolitos reactivos for-
man uniones covalentes de alta afinidad
con el material genético, dando lugar a la
formación de aductos3-5.

Las enzimas implicadas en el metabo-
lismo y detoxificación de los compuestos
tóxicos se clasifican en enzimas de fase I o
de fase II. Como resultado de las diversas
reacciones de oxidación catalizadas por
las enzimas de la fase I, muchos productos
son transformados en intermediarios de
naturaleza electrofílica muy reactivos
capaces de atacar rápidamente a molécu-
las celulares nucleofílicas, como proteínas
y ácidos nucleicos (Fig. 1). Estas sustan-
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Figura 1. Esquema de las reacciones catalizadas por las enzimas metabolizadoras de drogas, de fase I
y fase II, y sus repercusiones a nivel molecular y celular.



cias de naturaleza electrofílica también
pueden proceder de procesos endógenos
como la respiración o la inflamación. Exis-
ten varios sistemas de detoxificación y eli-
minación que participan en la protección
frente a estos agentes tóxicos, uno de los
más eficientes en la eliminación de elec-
trófilos es el del glutation reducido (GSH) y
glutation transferasa (GST)6. En la actuali-
dad se sabe que la variabilidad genética en
las enzimas de estas superfamilias está
implicada en la susceptibilidad individual
a sufrir diferentes tipos de tumores. 

Una medida de inestabilidad genética
inducida por compuestos genotóxicos,
además de la presencia de mutaciones en
genes diana asociados con el hábito fuma-
dor, es el incremento en la formación de
micronúcleos, visibles fácilmente en culti-
vos celulares humanos. 

MÉTODO DE MEDIDA DE
INESTABILIDAD GENÉTICA: ENSAYO
DE MICRONÚCLEOS

Durante la división celular el material
genético (ADN) contenido en el núcleo
celular se replica y divide equitativamente
dando lugar a dos células hijas idénticas;
este proceso puede producirse de manera
errónea debido a errores durante la repli-
cación y posterior división del ADN, a rotu-
ras cromosómicas y al efecto de la radia-
ción y de sustancias genotóxicas,
produciéndose pérdida cromosómica y
haciendo que el reparto del material gené-
tico no sea equitativo. Cuando esto ocurre,
el material genético que se desprende y
que, por tanto, queda excluido y no se
incorpora correctamente al núcleo de la
célula hija, origina un nuevo núcleo de
menor tamaño que el primario denomina-
do “micronúcleo” (MN), visible fácilmente
al microscopio óptico7. El material genéti-
co desprendido puede derivar de cromo-
somas enteros o, más frecuentemente, de
fragmentos cromosómicos acéntricos que
quedan excluidos de los núcleos de las
nuevas células durante anafase mitótica.

El uso de la técnica del recuento de MN
como medida de daño cromosómico sobre
cultivos de linfocitos humanos fue pro-
puesta por primera vez por Countryman y
Heddle en 1976, cuyo único requisito era la

elección de tipos celulares con gran activi-
dad mitótica8. Más tarde, en 1985, el ensa-
yo de genotoxicidad fue mejorado por
Fenech y Morley, consiguiendo frenar el
proceso de división celular cuando la célu-
la sólo hubiese sufrido una división mitóti-
ca, para ello desarrollaron la técnica del
bloqueo de la citocinesis (CBMN: cytokine-
sis-block micronucleus) cuyo fundamento
es la utilización de un agente químico
denominado citocalasina-B cuya función
es impedir la citocinesis celular (Fig. 2)9.

La citocalasina-B es una molécula aisla-
da del hongo Helminthosporum dematoi-
deum, que inhibe la polimerización de acti-
na, impidiendo la citocinesis al
imposibilitar la creación del anillo contrác-
til, constituido por microfilamentos de
actina y miosina, necesario para la parti-
ción celular en telofase mitótica. Esta
molécula no afecta a las fibras del huso ni
a la división del núcleo, por lo que origina
células binucleadas y que han sufrido una
sola división1,10.

El año 1999 fue crucial para el ensayo
de MN, ya que la técnica fue validada a
nivel mundial y considerada como un bio-
marcador efectivo de daño en el ADN. Para
la validación se creó un programa interna-
cional de micronúcleos humanos (HUMN:
HUman MicroNucleus Project), diseñado
por Michael Fenech y Stefano Bonassi con
el fin de recopilar las frecuencias basales
de MN obtenidas en diferentes laborato-
rios y poblaciones del mundo
[http://ehs.sph.berkeley.edu/holland/hum
n/]. El principal objetivo consistió en iden-
tificar las fuentes y niveles de variabilidad
capaces de influir en la frecuencia basal de
micronúcleos en linfocitos humanos, com-
parar las distintas técnicas utilizadas para
definir un protocolo estándar y realizar así
un estudio prospectivo por parte de todos
los laboratorios implicados e incluso
intentar establecer una asociación entre la
frecuencia de MN y enfermedades como el
cáncer7,11. 

Metodología del ensayo de
micronúcleos

El protocolo básico para el recuento de
MN en sangre periférica consiste en el ais-
lamiento de los linfocitos mediante una
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centrifugación en gradiente. Se realiza el
recuento celular y siembra de 0,5x106 célu-
las/mL, que crecen en suspensión en
medio de cultivo RPMI 1.640 suplementado
con suero fetal bovino, penicilina/estrepto-
micina y con fitohemaglutinina y se incu-
ban durante 44 horas en estufa a 37ºC y 5%
CO2 para favorecer la proliferación celular
(Fig. 3). La muestra de inicio también
puede ser sangre total, células exfoliadas
de la mucosa oral o cualquier otro tipo
celular con actividad mitótica con algunas
variaciones en el protocolo. Posteriormen-
te y tras 44 horas, el cultivo celular se
somete a la acción de la citocalasina-B.
Una vez bloqueada la mitosis y unas 72
horas tras la siembra (28 horas tras el blo-
queo) se lleva a cabo el cosechado celular
que consiste en someter a las células a un
choque hipotónico favoreciendo que se
hinchen los citoplasmas por un proceso
osmótico donde la concentración de iones
del medio es menor que la que la del inte-
rior de la célula. Se fijan las células con una
solución fresca de metanol: ácido acético
glacial (6:1 ó 24:1), se tiñen las preparacio-
nes con Giemsa durante 5 a 10 min y se
visualizan al microscopio óptico. El
recuento de MN se debe realizar sobre

1.000 células binucleadas por cultivo e
individuo.

Criterios de selección
Se han descrito criterios de selección

para reconocer tanto las células en las que
se va a realizar el recuento, como criterios
para seleccionar los MN que presenten las
características necesarias para ser recono-
cidos como tales y que el recuento realiza-
do sea fiable y objetivo10,12. 

Los criterios de selección de las célu-
las binucleadas (BN) y de los MN se reco-
gen en detalle en http://ehs.sph.berke-
ley.edu/holland/humn/projects/lymphocy
tes/ variability y de forma resumida en la
tabla 1.

Aunque en teoría los linfocitos en culti-
vo se dividan de forma sincronizada, en la
práctica no ocurre de forma idéntica en
todas las células del cultivo, de manera
que se pueden encontrar en un mismo cul-
tivo celular células mono, bi y multinuclea-
das, células en vías de apoptosis y necro-
sis (Fig. 4). Por ello es necesario conocer
también las características de células en
vías de apoptosis y necrosis para que sean
eliminadas del recuento, ya que sólo
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Sin citocalasina -BCon citocalasina -B

Mitosis
Anafase

mitótica

Célula Binucleada Células Mononucleadas

Figura 2. Formación de micronúcleos debido a la pérdida de un cromosoma entero y fragmentos cro-
mosómicos de tipo acrocéntrico en anafase mitótica. El esquema muestra el bloqueo con
citocalasina-B y la consecuente obtención de células binucleadas, sin el cual se observarían
células mononucleadas con pérdida cromosómica, siendo imposible diferenciar si se trata
de células madres o hijas.



deben incluirse las células viables. Las
células en vías de apoptosis se caracteri-
zan por presentar cromatina condensada,
que en etapas tempranas de apoptosis
puede manifestarse como cromatina mar-
ginal y que más tarde, conforme avanza el
proceso apoptótico, culmina en la frag-
mentación del material nuclear, quedando
éste disperso en el citoplasma y refleján-
dose en una tinción más oscura con res-
pecto a la habitual. En el caso de fenóme-

nos necróticos, las células que los sufren
muestran citoplasmas pálidos, presencia
de vacuolas que se localizan principalmen-
te en el citoplasma, daño evidente en la
membrana citoplasmática con núcleos
intactos en etapas tempranas de necrosis;
en cambio las células en estados avanza-
dos del proceso necrótico muestran pérdi-
da del citoplasma y daño irregular en la
membrana nuclear con sólo una parte de
la estructura nuclear intacta. Las condicio-
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Cosechado celular,

72 horas tras la siembra

Choquehipotónico KCl 0,075M / 4 ºC

Solución fijadora:Metanol:Acido acético glacial

Citocalasina- B, 44 horas tras la siembra

MUESTRA LINFOCITOS:

aislamiento y recuento

Tinción y recuento de MN

SIEMBRA 37 ºC/ 5% CO2

Figura 3. Esquema del ensayo de micronúcleos.

Tabla 1. Criterios definidos por el HUMN-project para la selección de células binucleadas y de micro-
núcleos en cultivos de células humanas.

Criterios para células binucleadas Criterios para micronúcleos

El citoplasma debe distinguirse claramente El diámetro oscila entre 1/16-1/3 de la media 
del diámetro del núcleo principal

Membranas citoplasmática y nuclear intactas No refractarios

Núcleos con similar grado de condensación de Intensidad de tinción similar a los núcleos
la cromatina principales o superior

Igual tamaño, forma (ovalados) y patrón de tinción Forma similar a los núcleos de la célula 
binucleadas 

Pueden estar unidos por puentes nucleoplasmáticos No conectados con ninguno de los núcleos de 
la célula binucleadas

Pueden tocarse pero no solaparse Pueden tocar los núcleos de la célula 
binucleadas pero no solaparse con ellos

Ninguno de los núcleos debe encontrarse en 
etapas de apoptosis



nes óptimas en un ensayo de MN requieren
un porcentaje de células binucleadas entre
35-60% sobre 500 células viables10.

Factores de variabilidad
Existen diversos factores que pueden

influir en la frecuencia basal de MN; la
edad ha sido ampliamente estudiada, rela-
cionándose mayor edad con mayor índice
de MN11,13,14. En el caso del análisis del géne-
ro, las mujeres presentan una frecuencia
basal superior a la de los hombres y el
número de MN incrementa cuando se

superan los 35 años de edad. La presencia
de homocisteína en plasma, el déficit de
folato y vitamina B12 conducen a un incre-
mento de la frecuencia basal de MN1,7,15

(Tabla 2).

En el caso de las mujeres, la entrada en
la menopausia y el posible desarrollo de
osteoporosis se relacionan con un mayor
índice de MN16. Otros estudios relacionan
un descenso del número de MN al suple-
mentar la dieta con agentes antioxidantes
como la vitamina E, vitamina C, β- carote-
no, ginseng e incluso infusiones de té17-19.
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Figura 4. (a) (b) y (c) células binucleadas portadoras de micronúcleos; tanto las células como los
micronúcleos cumplen los criterios de selección definidos por el comité internacional de
micronúcleos humanos; (d) (e) y (f) distintos estadios de células en vías de apoptosis; (g) (h)
e (i) células con distintos índices de división nuclear; (g) células mononucleadas; (h) célula
trinucleada portadora de micronúcleos: (i) célula tetranucleada portadora de micronúcleos,
(j) célula mononucleada con micronúcleos.



Utilidad del ensayo de micronúcleos
como medida de inestabilidad
genética

Diversos estudios se han centrado en
el estudio de las drogas citostáticas utili-
zadas en los protocolos antitumorales en
pacientes con cáncer, cuya acción está
dirigida a frenar la proliferación celular. La
exposición reiterada a agentes citostáticos
puede causar efectos adversos tales como
mutaciones, inmunotoxicidad y cáncer
debido a que pueden inducir daños genéti-
cos y alterar los mecanismos de división
en células que se multiplican rápidamente.
El resultado de estos trabajos demostró
que los complejos químicos utilizados
incrementan de modo significativo el
número de MN13,20.

También se ha demostrado que traba-
jadores de las zonas hospitalarias o de
fábricas cuya labor diaria les hace estar
sometidos a la exposición de agentes tóxi-
cos, presentan una mayor frecuencia de
MN13,21-23. El ensayo de MN también ha sido
aplicado para conocer el efecto de deter-
minados pesticidas y plaguicidas, produc-
tos químicos considerados de riesgo para
los seres vivos; existen estudios tanto con
ratones como con humanos donde se
demuestra el efecto potenciador de estos
productos sobre el índice de MN24,25.

Con respecto al efecto de los metabóli-
tos tóxicos del tabaco medido mediante el
ensayo de MN existe una gran controver-
sia, ya que varios trabajos han demostra-
do que el hábito fumador no se veía refle-
jado en la frecuencia de MN frente a
grupos controles no fumadores14,22,26. Al
contrario, varias publicaciones han detec-
tado diferencias entre grupos de fumado-
res y no fumadores: en un estudio realiza-
do en personas expuestas a bajas dosis de
radiación por su actividad laboral se
observaron frecuencias de MN significati-
vamente incrementadas en el grupo de
personas expuestas a radiación que fuma-
ban frente a los no fumadores expuestos23. 

En otro estudio se observó un ligero
aumento en el número de MN del grupo
fumador frente al no fumador y una clara
asociación entre años de consumo de taba-
co e incremento de la frecuencia de MN27.
En el mismo año se realizó otro estudio
donde concluyeron que la frecuencia de
células micronucleadas en el grupo de
fumadores era 70% más alta que el obser-
vado en el grupo de no fumadores28. El
mismo resultado fue observado por otros
autores quienes concluyeron que el consu-
mo de alcohol sumado al hecho de ser
fumador activo incrementaba significativa-
mente el número de MN y además, el con-
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Tabla 2. Resumen de factores modificadores del número de micronúcleos en cultivos de células
humanas.

Incrementan nº micronúcleos ‰ • Edad [>edad >MN ‰]

• Género ( > )

• Presencia de homocisteína plasmática 

• Déficit de folato y vit B12

• Procesos fisiológicos (menopausia y osteoporosis)

• Drogas citostáticas (tratamientos antitumorales)

• Alcohol

• Exposición agentes tóxicos a diario

Reducen nº micronúcleos ‰

• Agentes antioxidantes 

• Vitamina E y C

• β-caroteno

• Infusiones de ginseng y té



sumo de té disminuía el número de MN
producidos por el hábito fumador29.

Dos estudios en años consecutivos vol-
vieron a demostrar el incremento de la fre-
cuencia de MN en los grupos fumadores
siendo el índice de MN 25% mayor que el
de los grupos no fumadores30,31.

En un último estudio, en el que intervi-
nieron las 24 bases de datos implicadas en
el proyecto HUMN, se ratificó la gran con-
troversia y disparidad de los resultados
con respecto al hábito fumador y su impli-
cación en la formación de MN. 

La mayoría de los laboratorios demos-
traron que no existían diferencias entre el
grupo de fumadores y no fumadores; un
único laboratorio encontró diferencias sig-
nificativas entre ambos grupos y otros dos
relacionaron el hecho de ser fumador con
una disminución significativa en la fre-
cuencia de MN. Por último, la conclusión
extraída por la mayoría de laboratorios fue
que los fumadores habituales que consu-
mían 30 o más cigarros/día y que no esta-
ban expuestos a ningún otro agente tóxico
externo manifestaban un incremento signi-
ficativo en el número de MN; un estudio
más reciente obtuvo las mismas conclusio-
nes siendo el corte de consumo de tabaco
20 cigarros/día32-34. En la actualidad, la apli-
cación de técnicas de hibridación in situ
con fluorescencia (FISH) permite la identi-
ficación del origen de los MN, permitiendo
determinar con precisión el efecto clasto-
génico y/o aneugénico de cualquier agente
genotóxico35.

CONCLUSIONES
El ensayo de MN es una alternativa al

test de aberraciones cromosómicas con-
vencional, en el que se analizan las altera-
ciones presentes en metafases mitóticas y
permite detectar aberraciones cromosómi-
cas que responden a alteraciones de tipo
estructural (efecto clastogénico) o altera-
ciones numéricas (efecto aneugénico) del
agente en estudio.

Además, con el ensayo de MN se consi-
gue36-39:

a) Reducir la dificultad a la hora de
realizar el recuento.

b) Mejorar la sensibilidad del ensayo,
ya que los MN sólo se cuentan en
células que han completado una
división nuclear.

c) Incrementar la potencia estadística
de los estudios al analizar miles de
células en lugar de cientos de ellas.

d) Reducir el coste del ensayo.
El ensayo de MN es, por tanto, un ensa-

yo práctico, universalmente validado y
accesible tecnológicamente, útil para eva-
luar la inestabilidad genética inducida por
agentes genotóxicos. 
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