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RESUMEN

Introduccién. El dano genético es probablemente la causa més importante para el desarrollo de anomalias y
enfermedades degenerativas pero son pocos los estudios que se centran en la medicién y evaluacién de los
efectos genotodxicos de los productos que dia a dia van adquiriendo una mayor utilidad en la sociedad, las
sustancias que hacen parte del ambiente, procedimientos médicos como radiacién y agentes quimicos, deficien-
cia de nutrientes como el cido félico, habitos como alcoholismo, tabaquismo, drogadiccién, stress, estilos de
vida, al igual que factores genéticos tales como alteraciones en el metabolismo y/o reparaciéon del DNA.
Objetivo. Conducir un andlisis critico sobre el ensayo de microntcleos como medida de inestabilidad genética,
su aplicabilidad desde la odontologia y su relacién con el desarrollo del cancer.

Materiales y métodos. Se identificaron los articulos més relevantes mediante una bisqueda sistematica en
bases de datos electrénicas como Ovid, Ebsco Host, Science Direct y Pubmed.

Resultados. Se obtuvo un total de 282872 articulos de los cuales se seleccionaron los que cumplieron con los
requisitos de inclusién y fueron posteriormente analizados y discutidos teniendo en cuenta titulo, autores,
revista, ano, volumen, mes y péaginas.

Conclusioén. Los resultados del andlisis de la revisién de la literatura apoyan la hipétesis que relaciona la
frecuencia de micronutcleos con el desarrollo de cancer partiendo del hecho que una proporcién sustancial de
la inestabilidad genética de las células cancerosas se debe a defectos estructurales especificos en la segrega-
cién cromosoémica.
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SUMMARY

Introduction. Damage of the genome is probably the most important cause of the development of anomalies
and degenerative diseases but just few studies focus on measurement and evaluation of the genotoxic effects
of products that every day are becoming more useful in our society, substances that are part of the environment,
medical procedures such as radiation and chemical agents, nutrients deficiency like folic acid, habits as
alcoholism, smoking, drug addiction, stress, lifestyle and genetic factors such as changes in metabolism and/
or DNA repair.

Objetive. To guide a critical analysis of the micronucleus test as a measure of genetic instability, its applicability
from dentistry and its relationship with cancer development.
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Materials and methods. The most relevant papers were identifies through a systematic search on electronic
databases such as Ovid, Ebsco Host, Science Direct and PubMed.

Results. A total of 282872 articles were obtained of wich were selected wich fulfilled the criteria inclusion and
were subsequently analyzed and discussed taking into account title, author, journal, year, volume, month and
page.

Conclusion. The results of this analysis of the literature review support the hypothesis that frequency of
micronucleus is related to cancer development based on the fact that a substantial proportion of genetic
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instability of cancer cells is due to specific structural defects in chromosome segregation.
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INTRODUCCION

El estudio del dafio del DNA a nivel cromosomal es
una parte importante en la toxicologia genética ya
que la mutacién cromosomal es fundamental en el
proceso de carcinogénesis (1, 2). El nivel de integri-
dad genética humana esté cada vez més amenazado
por la actividad industrial que da lugar a exposicio-
nes a genotoxinas quimicas y fisicas. El dano gené-
tico es probablemente la causa mas importante para
el desarrollo de anomalias y enfermedades degene-
rativas pero son pocos los estudios que se centran
en la medicién y evaluacién de los efectos
genotoéxicos de los productos que dia a dia van ad-
quiriendo una mayor utilidad en la sociedad (3), las
sustancias que hacen parte del ambiente, procedi-
mientos médicos como radiacién y agentes quimi-
cos, deficiencia de nutrientes como el acido fdlico,
hébitos como alcoholismo, tabaquismo, drogadic-
cioén, stress, estilos de vida, al igual que factores
genéticos tales como alteraciones en el metabolis-
mo y/o reparacion del DNA (4). Existen tres razones
fundamentales que justifican la preocupacién por la
exposicién del hombre a los agentes mutagénicos.
Primero, el incremento en el grado de mutacién de
las células germinales (5) (6vulos, espermatozoides
y sus precursores) lo cual puede provocar un au-
mento de la incidencia de las enfermedades genéti-
cas en futuras generaciones. Segundo, la presencia

96 /AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA

de una estrecha relacién entre la inestabilidad gené-
mica de células sométicas con el cancer y las enfer-
medades degenerativas crénicas (2, 6, 7). Tercero, el
origen ambiental del cancer (8). Por estos motivos
surge la utilizacién de ensayos a corto plazo que nos
brinden informacién acerca de la actividad mutagé-
nica de estas sustancias, suméandole el hecho de que
la toxicologia es actualmente un elemento cada vez
mas importante de la salud ambiental.

Durante la division celular el material genético que
esté en el nacleo, se replica y divide equitativamente
dando lugar a dos células hijas idénticas. Mdultiples
factores pueden afectar este proceso, como errores
en la replicacion, roturas cromosémicas y efecto de
genotoéxicos, el resultado sera una division del mate-
rial genético no equitativo y la pérdida cromosémica
parcial o total. El material genético que se despren-
de queda excluido del nucleo de la célula hija, for-
mando un nuevo ndcleo de menor tamano que el
principal, llamado microntcleo, el cual es visible al
microscopio 6ptico (9).

Actualmente hay muchas pruebas tanto de mode-
los in vivo como in vitro, por lo cual los organismos
estudiados pueden ser virus, hongos, plantas, bac-
terias, insectos y mamiferos, incluidos los huma-
nos. El ensayo de micronucleos es uno de los estu-
dios de preferencia para la determinacién de riesgo
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potencial de danos en el DNA relacionado con la
exposicion a agentes genotdxicos (10). Esta prueba
es la mas frecuentemente usada para detectar rup-
turas cromosomales o interferencias en el proceso
de mitosis y puede ser aplicada a células de diver-
sos tejidos como por ejemplo linfocitos de sangre
periférica o células de la mucosa bucal humana,
proporcionando informacién sobre el dano citoge-
nético de tejidos y especialmente permitiendo eva-
luar aquellos lugares blanco de los agentes carci-
nogénicos humanos donde se podrian desarrollar
neoplasias o carcinomas logrando acceder a la
adecuada y suficiente toma de muestras sin causar
incomodidad.

Aberraciones cromosomales

Las aberraciones cromosomales consisten en anor-
malidades en los cromosomas respecto al nimero
(haploide, poliploide) o cambios estructurales (trans-
locacién, duplicacion). Se interpreta entonces la pre-
sencia de aberraciones cromosomales como una
respuesta frecuente e importante a la exposicién ante
agentes mutagénicos fisicos o quimicos. Su impor-
tancia se basa en la relacién con enfermedades ge-
néticas hereditarias y su participacién en la carcino-
génesis. Los defectos segregacionales son una de
las causas de inestabilidad cromosomal, cuando se
forman nucleos céntricos y acéntricos durante la
telofase, lo cual es de gran relevancia en los proce-
sos oncogénicos. Las posibles consecuencias de esta
inestabilidad son: alteracién del nimero de copias
de uno o méas genes, un cambio en la expresién
genética o cambio en la estructura genética de tal
manera que la proteina es alterada, lo cual a su vez
puede conducir tanto al aumento como a la dismi-
nucién de la actividad de dicha proteina. Las aberra-
ciones cromosémicas estéan relacionadas con un
aumento del riesgo de céancer.

La mutacién cromosémica se identifica basicamen-
te mediante ensayos citogenéticos que consisten en
exponer células animales o humanas a la sustancia
quimica en placas de cultivo, tenir cromosomas y
luego visualizar directamente en el microscopio los
cromosomas para detectar alteraciones en estructu-
ra o numero, entre los cambios mas significativos y
aceptados actualmente estan las aberraciones cro-

mosomales y como una subcategoria encontramos
los micronucleos.

Micronucleos

Los micronicleos son cuerpos pequenos, extranu-
cleares que aparecen durante el proceso de division
celular, principalmente provienen de fragmentos de
cromosomas acéntricos, fragmentos de crométidas
acéntricas o cromosomas completos que no se in-
cluyen exitosamente en el nlcleo de las células hija
en la etapa de telofase por defectos en el proceso de
segregacion durante la anafase.

a. Formacién de microntcleos a partir de fragmen-
tos de cromatidas y cromosomas: las rupturas
del DNA de doble cadena, sin reparacion, pue-
den producir crométidas simétricas y asimétri-
cas e intercambio de cromosomas al igual que
fragmentos tanto de crométidas como de cro-
mosomas, pero esto es solo posible cuando el
nivel de dafo del DNA supera la capacidad repa-
rativa de la célula en un periodo de tiempo deter-
minado (11). Otro mecanismo consiste en la es-
cisién simultdnea de la reparacién de los danos
del DNA o incorporacién inapropiada de bases al
DNA en lugares opuestos de la doble hélice (12).

b. Formacién de microntcleos a partir de
malsegregacién de cromosomas completos:
Cuando se detectan microntcleos en células sin
previa exposicién a genotoxinas se deduce que
son originados a partir de fragmentos de cromo-
somas acéntricos o pérdida de cromosomas
completos en una proporciéon de 30% y 70% res-
pectivamente, dependiendo de la edad y el géne-
ro, siendo mayor en mujeres que en hombres
(13). Los cromosomas sexuales contribuyen a la
mayoria de los eventos de pérdida cromosomal
con relacién al incremento de la edad (14). En
las mujeres, el cromosoma X se puede relacio-
nar con el 72% de los micronucleos observados,
de los cuales un 37% parecer carecer de un
cinetocoro funcional, lo cual sugiere que el de-
fecto puede ser a nivel del ensamblaje del
cinetocoro debido a la inactivacion del cromoso-
ma X (15). Hay una serie de posibles mecanis-
mos que conducen a la formacién de microna-
cleos a partir de cromosomas completos, por
defectos en la segregaciéon durante la etapa de
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anafase. Uno de ellos es la hipometilacién de ci-
tosina (15), el proceso normal de metilaciéon con-
siste en transferencia de grupos metilos a algu-
nas de la bases citosinas situadas previa y
contiguamente a una guanina; el grado de trans-
cripcién es inversamente proporcional al grado
de metilacién. Al producirse errores en la trans-
cripcién genética se altera la secuencia del DNA,
la pérdida de metilacién o hipometilacion se aso-
cia al riesgo de céancer. Otra posibilidad para la
formacién de microntcleos se da cuando se pier-
den los cromosomas debido a mutaciones pro-
ducidas por defectos en la dindmica de interac-
cién entre el cinetocoro y los microtibulos (16).
Otra variable que probablemente aumente la in-
cidencia de micronucleos por pérdida cromoso-
mal son los defectos en el ensamblaje del huso
mitético, defectos en el punto de verificacion y
amplificacién anormal de los cromosomas (17).
Un estudio reciente, sugiere que los cromoso-
mas dicéntricos resultantes de las fusiones fina-
les de los telébmeros pueden estar involucrados
en los eventos de malsegregacién; esto puede
ocurrir cuando los centrémeros del cromosoma
dicéntrico son atraidos hacia los polos opuestos
de la célula durante la anafase con tal fuerza que
separan el cromosoma del huso (18).

Predictividad de los micronucleos

La relacién entre la presencia de microntcleos y el

desarrollo del céncer estd soportada por multiples

estudios. La mayoria de los argumentos incluyen:

a. La alta frecuencia de este biomarcador en pa-
cientes con cancer sin tratamiento, individuos con
enfermedades congénitas que predisponen al
cancer (6).

b. La presencia de alta frecuencia de microntcleos en
la mucosa oral, usado como biomarcador de can-
cer en ensayos clinicos de quimioprevencion (19).

c. La correlacién existente entre los agentes geno-
toxicos inductores de micronucleos y la carcino-
génesis (20).

d. Larelacién inversa entre la frecuencia de micro-
nucleos y la concentracién sanguinea y/o inges-
ta de los micronutrientes asociados a la preven-
cién del cancer como calcio, vitamina E, entre
otros (21).
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Microntcleos en la cavidad bucal

El ensayo de micronucleos se puede realizar en célu-
las del epitelio bucal y otras células exfoliadas prove-
nientes de la rapida division del tejido epitelial; para el
caso de la cavidad bucal su utilidad se basa en estu-
dios citogenéticos resaltando que son minimamente
invasivos al tratarse de células exfoliadas de distintas
partes de la cavidad oral y nos permite monitorear el
dano genético de las poblaciones humanas (4, 22).
Este método se usa desde 1980 para demostrar los
efectos resultantes de exposiciones ambientales y ocu-
pacionales, estilos de vida, deficiencias alimenticias y
otras alteraciones (22). Las células de la cavidad bucal
son la primera barrera en la ruta de inhalacién o inges-
tion y son capaces de metabolizar cancerigenos a
productos reactivos (23, 24). Aproximadamente el 90%
del cancer en humanos se produce a partir de células
epiteliales, las cuales ademas, representan un blanco
preferido para los primeros eventos genotéxicos indu-
cidos por agentes cancerigenos que entran al cuerpo
por inhalacién o ingestion (22).

El epitelio oral estd compuesto por 4 estratos de
poblaciones celulares estructurales, progenitoras y
de maduracién, incluyendo la ldmina propia o tejido
conectivo, las células basales o lamina basal, capa o
estrato espinoso y una capa superficial de queratina.
Una serie de estructuras parecidas a dedos, conoci-
das como “rete pegs” proyectados desde el tejido
conectivo hacia la capa epidérmica produciendo un
efecto ondulante de las células de la capa basal. En
el epitelio oral se produce una constante renovaciéon
de células, en el cual las células que se desprenden
son reemplazadas por nueva células resultantes de la
mitosis que se produce en la capa basal. Es en la
capa basal donde se encuentran las células madre
capaces de expresar alteraciones genéticas durante la
division celular tales como micronudcleos. Las células
hijas, que pueden o no incluir micronucleos, se dife-
rencian en la capa espinosa y la queratinizada para
luego exfoliar en la cavidad bucal. Algunas de estas
células puede degenerar en células con cromatina
condensada, nicleos fragmentados, nucleos pignéti-
cos o pueden perder por completo su material nu-
clear (22). Estos biomarcadores de dano genético y
muerte celular se pueden observar tanto en linfocitos
como en células de la cavidad bucal proporcionan-
do mayor informacién sobre el dano del genoma.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizdé una busqueda electrénica sistemética de
literatura en bases de datos como: Ovid, Ebscohost,
Science Direct y Pubmed, desde el ano 2000 hasta
el ano 2011. Con palabras clave como: micronuclei,
DNA damage, gingival tissue y resins. La bisqueda
se limité a documentos en inglés que cumplieran los
requisitos de inclusién. Los titulos y resimenes de
cada articulo fueron estudiados, de acuerdo a la re-
levancia, luego de tener acceso a los articulos de
texto completo.

Los criterios de inclusién fueron: publicaciones en
inglés, estudios que incluyeran descripciéon de la
metodologia y/o protocolo del ensayo de micronu-
cleos.

RESULTADOS

En la basqueda sistematica en las bases de datos
Ovid, Ebsco Host, Science Direct y Pubmed se obtu-
vo un total de 282.872 articulos de los cuales se
seleccionaron los que cumplieron con los requisitos
de inclusién y fueron posteriormente analizados y
discutidos teniendo en cuenta titulo, autores, revis-
ta, ano, volumen, mes y paginas.

Busqueda sistematica:

DISCUSION

Teniendo en cuenta el potencial para detectar los
efectos precoces de diversos mutagénicos y cance-
rigenos, su capacidad para identificar las alteracio-
nes hereditarias y su predictividad para el cancer la
identificacién y cuantificacién de microntdcleos se
convertird, con el paso del tiempo, en un criterio
cada vez méas importante. Ademas el alto nivel de
validacién internacional alcanzado por este biomar-
cador y la perspectiva de aplicacién de alto rendi-
miento mediante sistemas automatizados demues-
tra la importancia de la citogenética. Sin duda los
efectos genotéxicos de los agentes que implican un
riesgo para las poblaciones humanas serédn evalua-
dos con mayor eficiencia.

Suhas, Ganapathy, Gayatrivedi y Ramesh en el 2004,
en un estudio para demostrar la relaciéon del taba-
quismo con la incidencia de céncer reportan que la
frecuencia de células micronucleadas refleja la ca-
pacidad de los tejidos de activar procarcindégenos
en especies reactivas o inactivar o atrapar los carci-
négenos finales tras aplicar el ensayo de micronu-
cleos en muestras epiteliales de la mucosa bucal de
50 pacientes fumadores y no fumadores. Dichos
autores ademas establecen la posibilidad de cuanti-
ficar el dano genético en diferentes tejidos le brinda
al ensayo de microntcleos mayor aplicabilidad, por
lo cual tiene predilecciéon ante muchos otros estu-
dios (25).

PALABRAS CLAVE OvID EBSCO HOST SCIENCE DIRECT PUBMED ToTAL

1 Micronuclei 1.201 1.451 1.488 2.676 6.816
2 DNA Damage 6.347 22.405 60.648 51.317 140.717
3 Gingival tissue 3.724 925 7.076 4.553 16.278
4 Resins 4.583 31.453 21.191 17.082 74.309
1y2 7.472 435 967 1.010 9.884
1y3 3.925 67 36 2 4.030
1y4 6.913 11 92 17 7.033
2y3 4.859 7 689 29 5.584
2y4 6.389 25 6.566 45 13.025
3y4 3.895 19 1.203 79 5.196
Total 49.308 56.798 99.956 76.810 282.872
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Existen criterios para la seleccién de las células estu-
diadas, las cuales incluirdn células binucleadas y
mincronucleos, definidos por el HUMN-Project (26)
entre los cuales se determina que las células binu-
cleadas deben tener un citoplasma facilmente dife-
renciable, las membranas nuclear y citoplasmica
deben estar intactas, los nicleos con similar grado
de condensacién de la cromatina, igual tamano, for-
ma y patrén de tincién, pueden estar unidos por
puentes nucleoplasmaticos, pueden tocarse pero no
solaparse y que ninguno de los nucleos se encuentre
en etapa de apoptosis. Los criterios para los
micronucleos son que la tincién tenga una intensi-
dad similar o mayor a la del nacleo principal, que su
forma sea similar a la de los nicleos de la célula
binucleada, que no estén conectados con los nu-
cleos de la célula binucleada, puede tocar los ni-
cleos de la célula binucleada pero no solaparse en
ellos. Estas consideraciones generales actian como
guia y podrén ser aplicados a todas las muestras con
fines de determinar presencia de microntcleos y otras
alteraciones genéticas (27).

Las diferencias entre estudios in vivo e in vitro apun-
tan a una mayor dificultad a la hora de interpretar el
tipo de efecto en la medicién del riesgo. Los efectos
que se producen in vitro no necesariamente se pro-
ducen también in vivo o se producen en niveles dife-
rentes como, por ejemplo, la divisién celular, las cé-
lulas se multiplicardn a un ritmo diferente in vivo e in
vitro en funcién de las condiciones fisioldgicas, ge-
néticas y la cantidad de micronutrientes (2).

Para el topico de las variables que influyen en el nivel

de microndcleos encontrados tanto en linfocitos

como en células epiteliales, segun la revisién siste-
matica se puede concluir:

— Rickes y cols. demuestran que las variables so-
ciodemogréficas ejercen una marcada influencia
sobre la incidencia de micronicleos en células
del epitelio bucal (4).

— En cuanto a la influencia del sexo y la edad, hay
multiples estudios sobre la relacién entre el cro-
mosoma X, edad y la incidencia de microntcleos
ya que es de amplio conocimiento que es mucho
mas marcada la presencia de alteraciones gené-
ticas en mujeres que en hombres (14, 28). Para
analizar la variable de edad se deben considerar
dos factores importantes:
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a. El efecto acumulativo de la adquisicién de
mutaciones en genes implicados en la repara-
cién del DNA, segregaciéon cromosomal y
puesto de control del ciclo celular.

b. Aberraciones cromosomales numéricas y es-
tructurales causados por exposicién a geno-
toxinas endégenas nutricién, exposicion a ge-
notoxinas ambientales u ocupacionales y
demés factores de estilo de vida poco saluda-
bles.

— La nutricién como variable en el estudio de la pre-
sencia de micronucleos y sus niveles en linfocitos
se sugieren que los suplementos de vitaminas
antioxidantes y ciertas vitaminas del complejo
B pueden causar una reduccién sustancial de
la frecuencia de microntcleos (29). Al compa-
rar los niveles en plasma de micronutrientes como
acido félico, vitamina B12, Cy E no se encontra-
ron diferencias significativas en los niveles san-
guineos de estos micronutrientes especificos (28).

Se considera de acuerdo a lo expuesto y analizado a
lo largo del presente articulo, que la presencia de
micronucleos en tejidos de la cavidad oral, puede
ser contemplada como un marcador o un proceso
que permita evaluacion de la calidad e integridad del
material genético de las células de los tejidos en la
cavidad oral. Se propone como un enfoque
investigativo importante dentro de la odontologia.
Los resultados del andlisis de la revision sistematica
apoyan la hipétesis que relaciona la frecuencia de
micronucleos con el desarrollo de céncer partiendo
del hecho que una proporcién sustancial de la ines-
tabilidad genética de las células cancerosas se debe
a defectos estructurales especificos en la segrega-
cién cromosdémica.
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