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PRÓLOGO

	 Han transcurrido más de 70 años desde que Watson y Crick descri-
bieron la estructura del ADN, y más de dos décadas desde la culmina-
ción del Proyecto Genoma Humano. Sin embargo, a pesar de los nota-
bles avances científicos y tecnológicos alcanzados desde entonces, aún 
persisten numerosas interrogantes en torno al material genético que no 
se han resuelto.
	 La toxicología ha experimentado una evolución conceptual y me-
todológica progresiva, orientada primordialmente a la prevención 
de efectos adversos en la salud humana derivados de la exposición a 
agentes tóxicos, contaminantes ambientales y otros factores de riesgo. 
En este marco, las evaluaciones de genotoxicidad y citotoxicidad están 
consolidadas como componentes esenciales dentro de la toxicología 
moderna, al ofrecer herramientas fundamentales para el análisis de los 
mecanismos que protegen la estabilidad genética de los organismos.
	 El avance de las ciencias biomédicas y las tecnologías emergentes 
hcen posible la implementación de enfoques cada vez más sensibles 
y específicos para identificar alteraciones durante ciclo celular y en el 
ADN inducidas por xenobióticos. Estos desarrollos contribuyen al es-
tablecimiento de parámetros de la bioseguridad orientados a mitigar 
los riesgos asociados con la exposición a compuestos potencialmente 
genotóxicos o citotóxicos en sistemas biológicos complejos.
	 Aunque la genotoxicidad y la citotoxicidad constituyen disciplinas 
distintas dentro del campo de la toxicología, su estudio en conjunto 
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resulta indispensable, dado que proporcionan una visión integral del 
impacto biológico de diversos agentes. La genotoxicidad se orienta al 
análisis del daño directo sobre el material genético inducido por agen-
tes mutagénicos, mientras que la citotoxicidad se enfoca en evaluar la 
viabilidad celular y las alteraciones en el ciclo celular como indicadores 
del impacto integral sobre la fisiología celular de una sustancia.
	 Sin duda, la complementariedad entre los estudios de genotoxicidad 
y citotoxicidad es esencial en la evaluación integral del riesgo toxico-
lógico. Evaluar exclusivamente la ausencia de citotoxicidad puede ser 
insuficiente si una sustancia posee potencial genotóxico, dado que las 
alteraciones en el material genético pueden desencadenar efectos ad-
versos acumulativos y de largo plazo, tales como la carcinogénesis. De 
manera análoga, la exclusión de compuestos basada únicamente en su 
citotoxicidad, sin una valoración concomitante de su perfil genético, po-
dría derivar en decisiones regulatorias imprecisas o excesivamente res-
trictivas, con implicaciones negativas en contextos clínicos, industriales 
o ambientales.
	 Estas consideraciones adquieren particular relevancia en ámbitos 
como el desarrollo de fármacos, la creación de biomateriales, el diseño 
de dispositivos médicos y la gestión de residuos químicos, donde se 
demanda un enfoque integral que contemple tanto los efectos genotó-
xicos como los citotóxicos. En este sentido, la evaluación combinada de 
ambos tipos de toxicidad permite generar evidencia más sólida frente 
a la incertidumbre inherente al uso de nuevas sustancias sin historial 
toxicológico claramente establecido en organismos vivos. 
	 A lo largo de los cinco capítulos que conforman esta obra, las autoras 
—con más de veinte años de experiencia en la aplicación de estas me-
todologías en sus respectivos laboratorios— proponen un enfoque inte-
gral para la evaluación de la genotoxicidad y citotoxicidad fundamen-
tado en técnicas validadas por organismos internacionales y aplicadas 
en diversos modelos biológicos. Cada capítulo ofrece una descripción 
minuciosa de los procedimientos metodológicos, abarcando desde la 
preparación de muestras hasta la interpretación de los resultados, lo 
que convierte a esta obra en una herramienta de consulta valiosa para 
estudiantes, académicos e investigadores interesados en incorporar es-
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tos ensayos en sus propias investigaciones.
	 En particular, se destacan los ensayos basados en la detección de 
micronúcleos y otras anomalías nucleares, aplicables tanto en células 
animales como vegetales. Estos métodos no solo se caracterizan por su 
eficacia y relativa sencillez de implementación, sino también por su no-
table versatilidad, lo que permite su aplicación en una amplia gama de 
contextos, que incluyen estudios orientados a la salud humana,  animal, 
vegetal e investigaciones ambientales y académicas. 
	 Ofrece una guía detallada sobre las metodologías más utilizadas para 
evaluar el daño al ADN y la citotoxicidad, presentadas de manera acce-
sible y didáctica. Las técnicas incluidas en este libro son ampliamente 
empleadas en laboratorios de toxicología genética y ambiental, ya que 
permiten obtener resultados confiables sin requerir equipos altamen-
te especializados. Este enfoque lo convierte en un recurso valioso para 
laboratorios que buscan desarrollar investigaciones significativas con 
recursos limitados, sin sacrificar la calidad científica.
	 El proyecto que dio origen a esta obra fue auspiciado por la Facul-
tad de Ciencias de la Universidad Autónoma de Baja California, en el 
marco del proyecto “Genotoxicidad y citotoxicidad de nanomateriales”, 
desarrollado en colaboración con el Centro Universitario de Ciencias 
Biológicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara y la Uni-
versidad Autónoma de Guadalajara1. Gracias al respaldo institucional y 
al trabajo conjunto entre estas casas de estudio, ha sido posible consoli-
dar una línea de investigación orientada al análisis de los efectos geno-
tóxicos y citotóxicos de diversas sustancias, con un énfasis particular en 
los nanomateriales y otros contaminantes emergentes. 
	 Esta publicación refleja el compromiso de las autoras con la difusión 
del conocimiento y la promoción de metodologías accesibles, reprodu-
cibles y científicamente validadas para la evaluación de la genotoxici-
dad y la citotoxicidad.
	 En un contexto global cada vez más consciente de los riesgos asocia-
dos a la exposición a compuestos químicos y contaminantes ambien-
tales, el estudio de la genotoxicología emerge como una disciplina cla-
1El Programa Estancias Posdoctorales por México 2023, Modalidad Académica, con apoyo al 
posdoctorante con número de Registro 19104 (SECIHTI).
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ve para la protección de la salud humana, animal y vegetal, así como 
también para la conservación del medio ambiente. Esta obra aspira a 
contribuir a ese objetivo mediante la formación de nuevas generaciones 
de científicos comprometidos con la evaluación rigurosa de los riesgos 
genéticos en sistemas biológicos. 

Dra. Yanis Toledano Magaña
Instituto Tecnológico de Ensenada, Baja California
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INTRODUCCIÓN

	 Este libro está dirigido a estudiantes de licenciatura y posgrado que 
requieren información concisa y sintética sobre la evaluación del daño 
al ADN mediante técnicas de fácil implementación, relativamente rá-
pidas y ampliamente validadas por la comunidad científica. También 
puede resultar de interés para investigadores y docentes que estudian 
la inestabilidad genómica y la citotoxicidad en muestras biológicas ac-
cesibles para casi cualquier laboratorio académico, mediante el uso de 
modelos celulares como el epitelio bucal, los eritrocitos de sangre peri-
férica, los linfocitos y las células meristemáticas vegetales.
	 La genotoxicidad y la citotoxicidad son términos distintos, aunque 
conceptualmente complementarios. La genotoxicidad se refiere a las al-
teraciones inducidas en el material genético por agentes físicos, quími-
cos o biológicos, los cuales pueden comprometer la integridad del ADN 
y, en consecuencia, afectar la funcionalidad celular y sus procesos vita-
les. La citotoxicidad, en cambio, alude a las modificaciones en el ciclo 
celular provocadas por agentes capaces de alterar su ritmo o interferir 
en los mecanismos de muerte celular, como la necrosis y la apoptosis.
	 En diversos casos, la citotoxicidad puede ser una manifestación de 
la genotoxicidad, ya que la viabilidad celular y la regulación del ciclo 
celular dependen directamente de la integridad estructural y funcional 
del ADN. 
	 Aunque la estructura del ADN puede modificarse de manera natu-
ral como parte de un proceso dinámico, continuo y gradual, cuya con-



secuencia es la generación de la variabilidad genética y, por ende, la 
diversidad biológica; la genotoxicidad y la citotoxicidad, constituyen 
alteraciones inducidas por agentes que independientemente de su ori-
gen pueden comprometer gravemente la integridad del material genéti-
co. La naturaleza del daño genético puede ser silenciosa, especialmente 
cuando afecta regiones no codificantes del ADN sin impactar direc-
tamente en los procesos celulares. Sin embargo, cuando la alteración 
ocurre en secuencias funcionalmente relevantes, puede originar muta-
ciones que afectan la funcionalidad celular comprometiendo el funcio-
namiento de tejidos, órganos o sistemas completos, con implicaciones 
potencialmente severas para la integridad del organismo e incluso de la 
especie.
	 La información contenida en el genoma no solo se relaciona con las 
características físicas de un organismo, sino que también abarca aspec-
tos como la susceptibilidad genética a enfermedades, la adaptación a 
entornos cambiantes y otros procesos biológicos. El estudio del geno-
ma, conocido como genómica, proporciona la comprensión detallada 
de la base genética de la biología y la salud de un organismo. En este 
sentido, la estabilidad genómica se refiere a la capacidad de los orga-
nismos para mantener la integridad y la consistencia de su genoma a lo 
largo del tiempo y a través de las generaciones. En otras palabras, impli-
ca que el material genético (ADN, ARN y epigenoma) se mantenga sin 
daños o alteraciones significativas en las células somáticas del organis-
mo durante su ciclo de vida, así como en las células germinales que se 
transmiten a la descendencia, dado que estas últimas son responsables 
de conservar la información genética de una generación a otra y pueden 
influir en la aparición de enfermedades hereditarias si presentan muta-
ciones.
	 Cualquier daño o alteración en el genoma puede tener consecuencias 
significativas, como la aparición de mutaciones que deriven en enfer-
medades genéticas, el desarrollo de cáncer u otros trastornos. La inesta-
bilidad genómica y la citotoxicidad pueden ser inducidas por diversos 
factores, entre ellos la exposición a radiación ionizante, compuestos quí-
micos mutagénicos, errores en los procesos de replicación del ADN o 
fallas en los mecanismos celulares de reparación del material genético, 



que son esenciales para mantener la integridad del genoma; sin embar-
go, su deficiencia puede conducir a acumulación de daño y transforma-
ción celular. En este contexto, biomarcadores como los micronúcleos 
permiten detectar la presencia de daño genético acumulado y constitu-
yen una herramienta clave en estudios genotoxicológicos.
	 Para la evaluación de la genotoxicidad y la citotoxicidad se han de-
sarrollado diversas metodologías reconocidas y ampliamente aplica-
das. Entre ellas se encuentran el ensayo de intercambio de cromátides 
hermanas, el ensayo cometa, y pruebas de viabilidad celular como el 
ensayo TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 
labeling), que permite detectar la fragmentación del ADN mediante el 
marcaje de los extremos terminales de los ácidos nucleicos y el ensayo 
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro), un méto-
do colorimétrico para medir la viabilidad celular y el crecimiento celu-
lar en cultivos.
	 Además de estas técnicas, las pruebas basadas en el análisis citológi-
co de micronúcleos y otras anormalidades nucleares se consideran de 
gran relevancia por su elevado grado de sensibilidad, aceptación cien-
tífica, relativa simplicidad en su ejecución y accesibilidad metodológi-
ca. Existen múltiples variantes de este tipo de ensayos, todas deriva-
das del principio teórico propuesto inicialmente por  Schmid (Schmid, 
1975)  y posteriormente adaptado a diferentes modelos celulares, entre 
ellos Allium cepa (Fisikesjö,1979), médula ósea de ratón (Miller, 1973), 
eritrocitos de sangre periférica en ratón (Hayashi, et al., 2007) y otros 
vertebrados (Zúñiga et al., 1996a; 1996b; Zúñiga-González et al., 2000; 
Zúñiga-González et al., 2001); así como células epiteliales de mucosa 
oral o uroepiteliales (Torres-Bugarín et al., 2007). 
	 Los micronúcleos son masas de cromatina con forma de pequeños 
núcleos cercanas a éste en células interfásicas. La técnica de micronú-
cleos presenta diversas ventajas cuando se cuenta con la certeza de que 
las células han atravesado su primera división celular. Se trata de un 
método sencillo, relativamente rápido, de bajo costo que permite de-
tectar efectos genotóxicos o citotóxicos incluso tiempo después de la 
exposición al agente. Empero, puede presentar factores de confusión 
y limitaciones que deben considerarse cuidadosamente, en función del 
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conocimiento detallado del modelo celular utilizado.
	 Otra técnica emblemática es la prueba de micronúcleos por bloqueo 
de la citocinesis en linfocitos de sangre periférica humana (Fenech & 
Morley, 1985), así como la prueba de micronúcleos en células epiteliales 
exfoliadas, como las de la mucosa oral (Bolognesi et al., 2013; Tolbert et 
al.,1991; 1992). Cada una de estas metodologías, basadas en la forma-
ción de micronúcleos y otras anormalidades nucleares, posee particu-
laridades propias, puntos críticos, sensibilidad, ventajas, limitaciones y 
un campo de aplicabilidad específico (Heddle et al., 1991).
	 No obstante, el desarrollo de modelos y técnicas para la evaluación 
de la genotoxicidad y la citotoxicidad ha sido constante. Existen en-
foques bioquímicos y espectrofotométricos que, si bien aportan infor-
mación valiosa, dependen del uso de equipos sofisticados y reactivos 
de alto costo. En contraste, las técnicas aquí descritas —centradas en 
la observación microscópica— no requieren instrumental costoso y son 
relativamente accesibles para cualquier laboratorio que cuente con un 
microscopio óptico y sistemas básicos de tinción celular. El requisito 
más importante es, principalmente, la comprensión profunda de los 
mecanismos celulares involucrados en cada modelo experimental.
	 Aquí se presentan únicamente algunas de las técnicas utilizadas en 
genética toxicológica, de entre la amplia gama que existe en la actua-
lidad. Se seleccionaron aquellas que destacan por ser de bajo costo y 
alta versatilidad, particularmente en su aplicabilidad para evaluar ge-
notoxicidad y citotoxicidad en diversos contextos experimentales. En 
primer lugar, se expone la prueba de micronúcleos por bloqueo de la 
citocinesis, seguida de la técnica aplicada en epitelio oral, el ensayo en 
eritrocitos de sangre periférica en el que se utiliza en diversos vertebra-
dos in vivo  y, por último, la prueba de micronúcleos en células meris-
temáticas de origen vegetal. 
	 De tal suerte que este libro se compone de cinco capítulos; el primero 
aborda las generalidades sobre los micronúcleos, comenzando con una 
visión histórica que remonta su descubrimiento a las observaciones mi-
croscópicas de anomalías celulares en la década de 1950 y su posterior 
asociación con la genotoxicidad y la carcinogénesis. Tras esta contex-
tualización, se explica qué son estas estructuras denominadas micro-
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núcleos, cómo se forman y qué representan como indicadores de daño 
genético y alteraciones en el ciclo celular. Esto sugiere su posible papel 
en la vigilancia del genoma y la prevención de enfermedades asociadas 
con la inestabilidad genómica.
	 La detección de micronúcleos se ha aplicado en diversos contextos, 
incluidos estudios de genotoxicidad, monitoreo ambiental y evaluación 
del riesgo carcinogénico. De manera similar, se utiliza en la investiga-
ción biomédica para profundizar en la comprensión de los mecanismos 
subyacentes de distintas enfermedades.
	 El segundo capítulo se centra en la detección de micronúcleos en eri-
trocitos de médula ósea y sangre periférica, como una técnica funda-
mental en toxicología y genotoxicología. Estas pruebas permiten eva-
luar el daño al material genético y los potenciales riesgos para la salud, 
ya que los micronúcleos actúan como biomarcadores sensibles capaces 
de detectar alteraciones genéticas y daño celular, al reflejar el estado de 
salud o enfermedad de un organismo.
	 En este capítulo, el lector encontrará la descripción detallada del pro-
cedimiento metodológico para realizar la prueba de micronúcleos en 
médula ósea, que abarca desde la selección y alojamiento de los ani-
males de ensayo hasta la extracción del tejido y la interpretación de los 
datos. Además de la médula ósea, los micronúcleos también pueden 
detectarse en eritrocitos circulantes de sangre periférica, lo que brinda 
una alternativa valiosa para evaluar genotoxicidad crónica y acumula-
tiva sin necesidad de sacrificar al organismo de estudio. Se exploran las 
bases biológicas de la presencia de eritrocitos micronucleados en sangre 
periférica, destacando la relación entre el daño genético y la citotoxici-
dad con la formación de micronúcleos. Se discute, además, la paradoja 
de la citotoxicidad en médula ósea: cuando un agente citotóxico inhibe 
la división celular, puede impedir la visualización de micronúcleos, lo 
cual requiere de la evaluación cuidadosa para evitar interpretaciones 
erróneas.
	 Se examina la presencia de eritrocitos micronucleados en sangre pe-
riférica de amplia variedad de especies de vertebrados, en las que se 
incluyen mamíferos, aves, reptiles y anfibios; se analizan sus implica-
ciones en la evaluación del riesgo genotóxico. En este contexto, el bazo 
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—junto con la edad de los organismos— desempeña un papel clave en 
la eliminación de eritrocitos micronucleados, por lo que ambos factores 
deben considerarse al interpretar los resultados de la prueba.
	 Se recomienda conocer en profundidad el funcionamiento fisiológico 
del organismo bioindicador seleccionado, ya que algunas especies son 
excelentes modelos en etapas tempranas de vida, mientras que en otras 
ocurre lo contrario (Zúñiga-González et al., 2001; Ramos-Ibarra et al., 
2020). Incluso, existen especies que no resultan adecuadas para la apli-
cación de esta prueba en sangre periférica, como el cuyo (Cavia porce-
llus), un mamífero roedor que, debido a las características de su sistema 
reticuloendotelial, no presenta micronúcleos espontáneos ni siquiera al 
nacer, salvo que haya sido esplenectomizado (Ramírez-Muñoz et al., 
1999; Zúñiga-González et al., 1996a).
	 Se describe el procedimiento metodológico para llevar a cabo la prue-
ba de micronúcleos en sangre periférica, abarcando desde la toma de 
muestras y el procesamiento de frotis; hasta el conteo celular y la inter-
pretación de resultados. Además, se discuten las ventajas, desventajas y 
consideraciones asociadas con la aplicación de esta técnica tanto en mé-
dula ósea como en sangre periférica, así como aspectos de la sensibili-
dad, especificidad y aplicabilidad en distintos contextos experimentales 
y clínicos.
	 Aunque la prueba de micronúcleos es ampliamente utilizada y reco-
nocida por su utilidad en la evaluación del daño genético y la salud ce-
lular, presenta ciertas limitaciones. Entre ellas, destaca la necesidad de 
experiencia técnica para su correcta lectura e interpretación, así como 
variaciones en su sensibilidad y especificidad según el modelo biológi-
co y el tipo de exposición analizada. No obstante, es una herramienta 
valiosa en toxicología genética por su capacidad de detectar alteracio-
nes nucleares de forma accesible y relativamente económica.
	 El tercer capítulo aborda la evaluación de la genotoxicidad y citotoxi-
cidad mediante el cultivo de linfocitos con bloqueo de la citocinesis, con 
el propósito de monitorear los efectos adversos de diversas sustancias 
sobre el material genético y la viabilidad celular. Se destaca la relevan-
cia de estas evaluaciones en toxicología y farmacología por su implica-
ción en la salud humana, animal y ambiental.
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	 Esta metodología permite identificar distintos biomarcadores de ge-
notoxicidad y citotoxicidad, proporcionando una visión integral de los 
efectos de compuestos tóxicos sobre la viabilidad celular, los mecanis-
mos de muerte celular y la citostasis. En particular, los biomarcadores 
genotóxicos revelan alteraciones en el ADN de los linfocitos, tales como 
la formación de micronúcleos y otras aberraciones nucleares, producto 
de la exposición a agentes dañinos.
	 Se describen los procedimientos generales para llevar a cabo este en-
sayo, desde la siembra del cultivo y el bloqueo de la citocinesis, hasta la 
cosecha de células, preparación de laminillas, tinción y observación mi-
croscópica. El ensayo de micronúcleos en células binucleadas (CBMN) 
se presenta como una de las técnicas más utilizadas y validadas para la 
detección de genotoxicidad en linfocitos humanos y animales. Se anali-
zan sus aplicaciones, ventajas, limitaciones y consideraciones prácticas 
para su implementación efectiva.
	 Se recapitulan hallazgos relevantes en distintos contextos experi-
mentales y de biomonitoreo, subrayando la importancia de evaluar 
la genotoxicidad y citotoxicidad en linfocitos como herramienta para 
el análisis de riesgos y la protección de la salud. Esta técnica también 
ha sido empleada en especies de interés económico y ecológico, como 
ganado bovino, porcino y caprino, así como en animales de compañía 
como perros, gatos y aves. 
	 El cuarto capítulo se centra en la detección de micronúcleos y otras 
anormalidades nucleares en células epiteliales exfoliadas de la mucosa 
oral humana, como una metodología fundamental para la evaluación y 
prevención del riesgo de carcinogénesis oral y la detección temprana de 
posibles anomalías. 	
	 Se presenta un cuadro resumen que sintetiza las aplicaciones y fre-
cuencias de células micronucleadas y otras anormalidades nucleares en 
mucosa oral, que ofrece una visión general de su utilidad clínica. Al 
mismo tiempo, se discuten las características del epitelio oral y los crite-
rios citológicos para identificar adecuadamente células micronucleadas 
y otras alteraciones nucleares en muestras citológicas.
	 Además, se analiza el papel de los micronúcleos como factor pre-
dictivo en procesos de carcinogénesis oral, resaltando la importancia 
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de su detección temprana para mejorar el pronóstico y la efectividad 
de los tratamientos. El capítulo también aborda consideraciones éticas, 
subrayando la necesidad de proteger los derechos y la privacidad de los 
pacientes durante la recolección y análisis de muestras de mucosa oral.
	 Se describe con claridad el procedimiento para la toma y procesa-
miento de muestras, que incluye la asignación de folios, delimitación 
del área de trabajo, recolección, preservación de datos de interés, y la 
obtención de muestras de mucosa oral. Esto abarca la recolección en 
citología de base líquida, su preparación, fijación y posterior análisis. 
Se detallan los pasos para la tinción y el conteo celular, así como los 
factores que pueden influir en la frecuencia de micronúcleos y otras 
anormalidades, como la exposición a carcinógenos y factores genéticos 
relevantes para la promoción de la salud oral. 
	 Sin lugar a dudas, la detección de micronúcleos y anormalidades nu-
cleares en células epiteliales exfoliadas de la mucosa oral, representa 
una herramienta valiosa para la identificación temprana del riesgo de 
cáncer oral y el fortalecimiento de estrategias de prevención y salud 
pública. 
	 El quinto y último capítulo de este libro describe el uso del ensa-
yo Allium cepa en la evaluación de la citotoxicidad y genotoxicidad, 
destacándo como un enfoque valioso la investigación toxicológica y ge-
notoxicológica. Se subraya la importancia de este modelo vegetal en 
la identificación de riesgos potenciales para la salud humana, animal, 
vegetal y ambiental, así como su relevancia en la evaluación de la segu-
ridad de diversos compuestos. 
	 El modelo Allium cepa presenta características biológicas que lo 
hacen especialmente adecuado para estos fines, como su fácil manipu-
lación, bajo costo, elevada tasa mitótica y sensibilidad a agentes cito-
genotóxicos. Estas propiedades contribuyen significativamente a la sen-
sibilidad y especificidad del ensayo. 
	 El fundamento del ensayo radica en la capacidad de las células del 
meristemo radicular de la cebolla para reflejar efectos genotóxicos y ci-
totóxicos mediante alteraciones observables en el ciclo celular y en la 
morfología celular. Se detalla la metodología para llevar a cabo este en-
sayo, incluyendo la preparación de las muestras, el tratamiento con la 
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sustancia de interés y la observación de los efectos en las células de la 
raíz. Se presenta la descripción de los principales biomarcadores utili-
zados, enfatizando su utilidad para detectar y cuantificar efectos adver-
sos en células vegetales. 
	 Entre los biomarcadores más relevantes se encuentra: el índice mi-
tótico (IM), que proporciona una medida cuantitativa de la actividad 
mitótica celular. También se analizan otras anormalidades nucleares 
durante distintas fases del ciclo celular, como la presencia de micronú-
cleos, puentes anafásicos y brotes nucleares (NBuds), que permiten una 
evaluación precisa de los efectos de las sustancias en estudio. 
	 En resumen, el ensayo Allium cepa es una herramienta invaluable 
para la evaluación de la genotoxicidad y la citotoxicidad, aportando in-
formación crucial para la estimación del riesgo y la protección de la 
salud humana, animal, vegetal y ambiental. 
	 Este libro es el resultado de la colaboración de más de 20 años entre 
las autoras, quienes han trabajado conjuntamente en la implementación 
y validación de las metodologías aquí presentadas en sus respectivos 
laboratorios. Este esfuerzo ha inspirado la realización de aproximada-
mente treinta tesis de licenciatura y más de cuarenta en niveles de es-
pecialidad, maestría y doctorado, además de múltiples publicaciones 
científicas en coautoría. 
	 La elaboración del libro se realizó en el marco del proyecto de inves-
tigación “Genotoxicidad y citotoxicidad de nanomateriales”, apoyado 
por la Facultad de Ciencias de la Universidad Autónoma de Baja Ca-
lifornia bajo la clave 400/2849, con vigencia de 2021-2 a 2023-1. Ade-
más del apoyo del Programa Estancias Posdoctorales por México 2023, 
Modalidad Académica, con apoyo del posdoctorante con número de 
registro 19104.  Se espera que esta obra contribuya significativamente a 
la formación de nuevas generaciones de profesores-investigadores y es-
pecialistas en genotoxicología, con un enfoque integrador hacia la salud 
pública humana, animal, vegetal y ambiental.
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CAPITULO I

MICRONÚCLEOS: FUNDAMENTO, RELEVANCIA BIOLÓGICA 
E IMPLICACIONES EN LA SALUD

La fragilidad del genoma y su expresión en micronúcleos
	 El ADN, como principal portador de la información genética, se en-
cuentra confinado en el núcleo celular, en las mitocondrias y, en los 
cloroplastos de los organismos vegetales. Su transmisión y la conserva-
ción precisa de cada segmento a lo largo de la vida celular, así como de 
generación en generación desde las células progenitoras hasta las célu-
las hijas, son fundamentales para el desarrollo embrionario y fetal. Esto 
garantiza la formación adecuada de tejidos y órganos, así como el co-
rrecto funcionamiento a nivel molecular y celular. Además, es esencial 
en procesos clave como la replicación, la transcripción y la traducción, 
y resulta indispensable para la continuidad de las especies. 
	 Un genoma íntegro no solo permite respuestas más eficaces frente a 
factores ambientales, sino que también favorece la adaptación a cam-
bios en el entorno. Para preservar esta integridad, las células disponen 
de sistemas complejos y altamente eficientes capaces de detectar, repa-
rar o eliminar errores en el ADN. Sin embargo, estos mecanismos no 
son completamente infalibles. En ocasiones pueden fallar y permitir la 
supervivencia de células dañadas, o bien resultar insuficientes frente a 
agentes que inducen daño genómico a velocidad mayor que la capaci-
dad de reparación celular. Esta situación puede conducir, eventualmen-
te, al desarrollo de neoplasias u otras patologías. 
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	 En este contexto, un genotóxico se define como un agente capaz de 
interactuar con el ADN, ya sea de forma directa, afectando las bases 
nitrogenadas o las hebras del ADN, o de manera indirecta, mediante 
alteraciones en las histonas o en los complejos enzimáticos responsa-
bles de su expresión o replicación. Estas interacciones pueden inducir 
modificaciones estructurales o funcionales tanto en células germinales 
(óvulos y espermatozoides) como en células somáticas. Las alteraciones 
en el genoma de las células germinales pueden heredarse y dar lugar a 
enfermedades genéticas de tipo monogénico, cromosómico o multifac-
torial. Por otro lado, el daño en el ADN de células somáticas se asocia 
con el envejecimiento prematuro, enfermedades crónicas degenerati-
vas, como el cáncer y diversos trastornos autoinmunes.
	 Por ello, uno de los grandes retos de la toxicología genética es la iden-
tificación de biomarcadores capaces de detectar células malignizadas 
en etapas tempranas, antes de la aparición de síntomas o del desarrollo 
irreversible de la enfermedad.

Perspectiva histórica de la investigación en micronúcleos
	 En las últimas décadas, la integridad del material genético de los or-
ganismos ha estado cada vez más expuesta a riesgos derivados tanto de 
actividades antropogénicas como de procesos naturales. La presencia 
creciente de agentes capaces de inducir daño genético hace evidente la 
necesidad de contar con métodos eficaces, rápidos, relativamente senci-
llos y no costosos, que permitan evaluar distintos tipos de organismos, 
independientemente de su hábitat; así como estudiar poblaciones hu-
manas potencialmente expuestas a agentes tóxicos.
	 Entre estos métodos destaca la prueba de micronúcleos, aplicable a 
cualquier linaje celular con alta tasa de división. Esta técnica fue pro-
puesta por Heddle en 1973 y, desde entonces, su uso va en aumento 
en diversos modelos biológicos, tejidos y tipos de ensayo, gracias a sus 
ventajas clave: precisión, rapidez y simplicidad metodológica (Fig. 1). 
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	 En la actualidad, la evaluación de la frecuencia de micronúcleos en 
modelos in vivo forma parte esencial del conjunto estandarizado de en-
sayos para determinar genotoxicidad, y es recomendada por agencias 
regulatorias a nivel internacional como herramienta fundamental en la 
evaluación de la seguridad de compuestos y productos farmacéuticos 
(Heddle, 1973; Krishna, 2000).
	 El hallazgo de los micronúcleos se remonta alrededor del año 1890, 
cuando los hematólogos William Howell y Justin Jolly los identificaron 
por primera vez en eritrocitos de sangre periférica (Howell, 1890; Jolly, 

Figura 1. Tendencia del número de publicaciones científicas que emplean el ensayo 
de micronúcleos en los modelos más utilizados: linfocitos humanos, sangre periférica, 
mucosa oral y Allium cepa. Los datos comprenden el período 1983–2022, agrupados 
por lustros. La búsqueda bibliográfica se realizó con las palabras clave “Micronuclei” 
y “Model”. La disminución en el uso de modelos animales podría estar asociada a 
restricciones éticas, complejidad metodológica y altos costos. Fuente: elaboración Dra. 
Evarista Arellano-García.
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1907; Ye et al., 2019). En honor a estos investigadores, estas estructuras 
fueron denominadas cuerpos de “Howell-Jolly”. Sin embargo, Howell 
interpretó erróneamente su origen, los consideró fragmentos de croma-
tina que quedaban al margen tras la extrusión nuclear, y no como restos 
de un núcleo reabsorbido, como algunos contemporáneos habían suge-
rido (Sears y Udden, 2012). 
	 A pesar del tiempo transcurrido desde su descubrimiento, los micro-
núcleos continúan despertando interés en el campo de la mutagénesis y 
la toxicología genética. Fue hasta 1937 que Brenneke los asoció con los 
efectos de la radiación en roedores, y más adelante Evans y colabora-
dores (1959) lo confirmaron en meristemos de Vicia faba, estableciendo 
así la correlación entre su aparición y el daño genético (Brenneke, 1937; 
Evans et al., 1959). 
	 Posteriormente, Dawson y Bury describieron la presencia de micro-
núcleos en eritrocitos de médula ósea en condiciones patológicas y en 
la deficiencia de folatos y vitamina B12 (Dawson y Bury, 1961). No obs-
tante, la verdadera relevancia de estas estructuras se reconoció a finales 
de los años sesenta y principios de los setenta, cuando Schmid y Heddle 
desarrollaron un ensayo in vivo en eritrocitos policromáticos (EPC) de 
médula ósea. Este método demostró ser una alternativa más rápida y 
sensible que el conteo de metafases o el intercambio de cromátides her-
manas, y permitió establecer criterios formales para identificar un cuer-
po intracelular como micronúcleo (Heddle et al., 1973; Schmid, 1973, 
1975). 
	 Durante la década de los ochenta, MacGregor y colaboradores, de-
mostraron que la frecuencia de micronúcleos en sangre periférica a las 
24 horas era comparable con la observada en médula ósea, lo que vali-
dó su uso como método de cribado genético. Esta alternativa es menos 
invasiva, permite el muestreo múltiple de los mismos animales, facilita 
el análisis automatizado y amplía su aplicabilidad en biomonitoreo hu-
mano (MacGregor et al., 1980).
	 Complementariamente, Wyrobek y Bruce (1975) propusieron que los 
efectos de los mutágenos ambientales también podían evaluarse a tra-
vés de anomalías en la morfología de espermatozoides, ampliando el 
espectro de biomarcadores de daño genético (Wyrobek y Bruce, 1975).
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	 En 1976, Countryman y Heddle adaptaron la prueba de micronú-
cleos para evaluar daño cromosómico en linfocitos de sangre periférica 
(Countryman y Heddle, 1976; Bonassi et al., 2001). Años más tarde, en 
1985, Fenech y Morley perfeccionaron esta metodología mediante la in-
corporación de citocalasina B, una sustancia que bloquea la citocinesis. 
Esta innovación dio origen al ensayo de micronúcleos con bloqueo de 
citocinesis (CBMN), el cual permitió identificar micronúcleos exclusiva-
mente en células que habían completado la división nuclear, aumentan-
do así la precisión del análisis (Fenech y Morley, 1985; Ye et al., 2019).
	 El método CBMN también redujo significativamente los requeri-
mientos de muestra y reactivos, y estableció criterios morfológicos ri-
gurosos para la inclusión de micronúcleos, con el objetivo de minimi-
zar falsos positivos. Además de cuantificar micronúcleos, este ensayo 
permite detectar otras alteraciones nucleares como yemas nucleares —
biomarcadores de amplificación génica— y puentes nucleoplásmicos, 
indicadores de cromosomas dicéntricos (Jiang et al., 2019).
	 Fenech y Morley demostraron que la formación de micronúcleos en 
linfocitos humanos cultivados in vitro es dosis-dependiente frente a la 
radiación, estableciendo la relación lineal entre la dosis administrada y 
la frecuencia de micronúcleos. Por otra parte, confirmaron que este mé-
todo es confiable para detectar daño cromosómico inducido por agentes 
citotóxicos in vivo, lo que consolidó su valor como técnica estándar en 
genotoxicología y biodosimetría (Fenech y Morley, 1985). 
	 A medida que el ensayo va ganando popularidad; han surgido de-
safíos relacionados con la estandarización de protocolos de cultivo, cri-
terios de análisis y descripción de frecuencias. Las diferencias entre la-
boratorios dificultan las comparaciones a gran escala y la obtención de 
conclusiones sólidas en estudios multicéntricos. 
	 Entre las organizaciones internacionales que reconocen al ensayo de 
micronúcleos como un método fiable de biodosimetría son el Organis-
mo Internacional de Energía Atómica (OIEA), la Red Europea de Dosi-
metría Biológica y Física Retrospectiva (RENEB), la Organización para 
la Cooperación y el Desarrollo Económicos (OCDE) y la Organización 
Internacional de Normalización (ISO), las que establecieron directrices 
para su aplicación en genotoxicología y dosimetría biológica.
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	 En 1997, surgió la iniciativa internacional Human MicroNucleus 
(HUMN), cuyo propósito fue estandarizar el uso del ensayo CBMN en 
linfocitos y células de mucosa oral. Actualmente, HUMN constituye la 
base de datos más grande del mundo sobre frecuencia de células micro-
nucleadas en estudios poblacionales (Fenech et al., 2003).

¿Qué son los micronúcleos?
	 Los micronúcleos, también conocidos como cuerpos de Howell-Jo-
lly, son pequeños fragmentos de ADN nuclear formados por segmen-
tos de cromosomas sin centrómero o por cromosomas completos que 
no lograron incorporarse a los núcleos hijos durante la mitosis. Estos 
fragmentos pueden quedar envueltos por una membrana nuclear in-
dependiente, sin conexión con el núcleo principal, frágil e inestable, lo 
que conduce a rupturas irreparables que pueden tener consecuencias 
biológicas significativas. 
	 La presencia de micronúcleos es un biomarcador sensible de efectos 
genotóxicos y mutagénicos, catástrofes mitóticas, inestabilidad cromo-
sómica (ya sea heredada o inducida), y caos genético, entendido como 
un proceso de reorganización compleja y rápida del genoma que puede 
dar lugar a configuraciones caóticas, algunas de las cuales se estabili-
zan y perpetúan. Además, estudios recientes vinculan la formación de 
micronúcleos con la activación de rutas inmunitarias como respuesta 
al daño genómico (Mackenzie et al., 2017; Ye et al., 2019; Krupina et al., 
2021).
	 Bajo el microscopio óptico, los micronúcleos se visualizan como cuer-
pos redondeados de menor tamaño —usualmente inferiores a 1/5 del 
núcleo principal—, pero con características similares en cuanto a textu-
ra, plano focal y afinidad tintorial (Fig. 2) (Ye et al., 2019; Krupina et al., 
2021).
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Mecanismos de formación
	 Los micronúcleos se originan durante la división celular como resul-
tado de múltiples mecanismos moleculares, entre los que destacan la 
pérdida mitótica de fragmentos acéntricos y errores en la segregación 
cromosómica. Las roturas del ADN de doble cadena, de cromátides, 

Figura 2. Células con micronúcleos: a) eritrocito policromático micronucleado de 
ratón, b) eritrocito policromático micronucleado de ave, c) célula epitelial exfoliada de 
mucosa oral y d) células meristemáticas de Allium cepa. Las flechas indican la pres-
encia de micronúcleos. Se utilizó tinción con naranja de acridina para las imágenes a, 
b y c, y tinción con orceína y verde rápido para la imagen d; observadas a 100× con 
un microscopio Carl Zeiss IVFL Axiostar Plus, filtro de fluorescencia de 450–490 nm. 
Cortesía de la Dra. en C. Olivia Torres Bugarín.



28

cromosomas o isocromátides, así como la formación de puentes nucleo-
plásmicos y los intercambios cromosómicos asimétricos o incompletos, 
generan fragmentos acéntricos que pueden ser excluidos del núcleo 
principal durante la mitosis. Estos fragmentos, al no ser incorporados 
en los núcleos hijos, permanecen libres en el citoplasma y se observan 
como micronúcleos durante la siguiente interfase (Krupina et al., 2021; 
Ye et al., 2019; Fenech et al., 2011).
	 Otro mecanismo importante es la pérdida mitótica de cromosomas 
completos, habitualmente causada por alteraciones en el huso mitótico. 
Estos defectos pueden originarse por inhibición de la polimerización o 
ensamblaje de los microtúbulos, por mutaciones en proteínas como la 
tubulina, o bien por alteraciones estructurales o funcionales en el cen-
trómero o el cinetocoro. Además, la hipometilación centromérica, fallas 
en el control del ciclo celular y respuesta deficiente a la reparación del 
ADN también pueden contribuir a este fenómeno.
	 Existen, además, mecanismos adicionales como la replicación tardía 
o defectuosa del ADN, la apoptosis, modificaciones epigenéticas de las 
histonas, amplificación génica y efectos derivados del tratamiento con 
agentes químicos que inducen aductos de ADN o reticulación entre ca-
denas (Heddle et al., 1983, 1991).
	 Por otra parte, en células cancerosas está descrita la presencia de do-
bles minutos —fragmentos extracromosómicos de ADN que contienen 
genes amplificados—, los cuales se asocian con la formación de bro-
tes nucleares y micronúcleos durante la interfase, y se relacionan con 
procesos de tumorigenicidad (Shimizu et al., 2011). Finalmente, los mi-
cronúcleos pueden generarse de manera espontánea como parte de la 
eliminación de ADN sobrante, durante el desarrollo normal a partir de 
células progenitoras, o bien como resultado de la exposición a agentes 
clastogénicos y aneugénicos, tanto endógenos como exógenos. 

Relevancia en la función celular e implicaciones biológicas
	 A pesar de ser estructuras comparativamente pequeñas —por lo ge-
neral menores a un tercio del tamaño del núcleo principal—, los micro-
núcleos ejercen un impacto biológico de gran magnitud en las células 
y los tejidos. Desde que Schmid implementó la frecuencia de micro-
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núcleos en eritrocitos policromáticos (EPC) de médula ósea como una 
prueba (1973), estos se han convertido en un biomarcador confiable de 
daño citogenético y, quizá hasta la fecha, son de los más utilizados, tan-
to por el bajo costo de la técnica como por su relativa sencillez para 
obtener, procesar y evaluar los tejidos. 
	 En el inicio, los micronúcleos se consideraban estructuras inactivas, 
reflejo pasivo de fracturas de doble hebra del ADN o en su defecto del 
daño al huso mitótico. Sin embargo, hoy se sabe que nada está más 
alejado de esa idea. Los micronúcleos son estructuras dinámicas, en 
continuo cambio, que desempeñan un papel sumamente complejo en 
procesos biológicos clave como la senescencia, muerte celular, la carci-
nogénesis, la degeneración tisular y la activación inmunitaria. Además, 
su presencia se relaciona con la aparición, progresión y agravamiento 
de diversas enfermedades crónico-degenerativas. 
	 No obstante, aún no es sencillo determinar si los micronúcleos tienen 
función biológica específica, si son causa o consecuencia del daño celu-
lar, ni cuáles son los mecanismos exactos de su formación, eliminación 
y repercusiones fisiológicas. Estos procesos permanecen en gran medi-
da desconocidos, lo que continúa suscitando interés científico constante 
y creciente por comprender más sobre ellos (Zhao et al., 2021; Ye et al., 
2019; Torres-Bugarín y Arias-Ruíz, 2023). 
	 Algunos elementos que contribuyen a la complejidad de este fenó-
meno se centran en cuatro aspectos: en primer lugar, el reordenamiento 
masivo del ADN contenido en el micronúcleo y su destino; en segundo 
lugar, la fragilidad de la membrana que lo rodea y su inevitable ruptu-
ra, lo que conduce a la liberación del ADN micronuclear al citoplasma; 
en tercer lugar, la posibilidad de que este material sea reincorporado al 
núcleo principal durante la siguiente división celular, con reorganiza-
ciones genómicas amplias y potencialmente disruptivas. 
	 En cuanto a su posible función biológica, se ha propuesto que los 
micronúcleos son un mecanismo de eliminación de material genético 
amplificado aberrante, como ocurre con las múltiples copias del gen 
MYCN en células de neuroblastoma, condición asociada a mal pronós-
tico clínico. También se cree que los micronúcleos podrían desempeñar 
un papel central en la evolución somática de las poblaciones celulares 
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cancerosas, y que su presencia constituye la base de enfermedades co-
munes y complejas (Ye et al., 2021).
	 Desde el punto de vista estructural, y por definición, un micronúcleo 
carece de conexión con el núcleo principal. Esta característica conlleva 
profundas implicaciones biológicas, entre las cuales destaca la desincro-
nización del ciclo celular y de los mecanismos de reparación del ADN 
con respecto al núcleo original. En consecuencia, los micronúcleos están 
sometidos a diferentes puntos de control del ciclo celular, donde pue-
den producirse errores significativos en cada etapa.
	 Algunos micronúcleos pueden contener proteosomas —complejos 
proteicos responsables de degradar proteínas dañadas mediante el sis-
tema ubiquitina-proteasoma—, sin embargo, si los poseen estos proteo-
somas carecen de los componentes necesarios para la ubiquitinación, 
lo cual limita severamente su capacidad para mantener la homeostasis 
proteica intracelular. Además, su membrana es notablemente inestable 
y deficiente en estructura y componentes funcionales. A diferencia de 
la envoltura nuclear principal, la membrana del micronúcleo no regula 
adecuadamente el transporte bidireccional de sustancias y carece del 
soporte estructural del retículo endoplásmico rugoso (Torres-Bugarín y 
Arias-Ruíz, 2023; Krupina et al., 2021).
	 Las características físicas de los micronúcleos varían ampliamente: 
su tamaño depende de la cantidad de ADN contenido, la presencia o 
ausencia del centrómero, y el grado de condensación de la cromatina. 
Cuanto más condensado esté el ADN, menor será la probabilidad de 
que se exprese (Krupina et al., 2021). Si el micronúcleo posee lámina 
nuclear —estructura clave en la regulación de la replicación, división, 
organización y expresión del ADN—, puede mantenerse funcional. No 
obstante, si esta lámina es imperfecta o está ausente, la membrana mi-
cronuclear se rompe fácilmente y libera el ADN al citoplasma. Esto ocu-
rre porque los mecanismos de reparación son deficientes o inexistentes, 
lo que conlleva errores adicionales en vez de corregir los existentes (Shi-
mizu et al., 2011; Krupina et al., 2021).
	 La ruptura de la membrana del micronúcleo se considera un pun-
to de inflexión en la determinación del destino celular. Su disrupción 
puede interrumpir o retrasar procesos clave como la replicación y re-
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paración del ADN nuclear, y está directamente implicada en múltiples 
consecuencias catastróficas para la célula que lo alberga (Gauthier et al., 
2021; Maciejowski et al., 2020).
	 El desenlace biológico de un micronúcleo depende de lo que ocurre 
con él tras su formación. En la siguiente mitosis, puede ser retenido, eli-
minado, incorporado a exosomas o reincorporado al genoma del núcleo 
principal. Si la célula micronucleada no sobrevive o no completa la di-
visión celular, su efecto es limitado. Sin embargo, si sobrevive, pueden 
ocurrir diferentes escenarios con consecuencias adversas (Zhao et al., 
2021; Shimizu et al., 2011; Hintzsche et al., 2017; Kirsch-Volders et al., 
2020; Terradas et al., 2016).
	 Por ejemplo, el micronúcleo puede permanecer en el citoplasma, 
deteniendo el ciclo celular o induciendo muerte prematura. También 
puede ser expulsado, como ocurre con los núcleos eritrocitarios en ma-
míferos, o sufrir apoptosis. Si la membrana micronuclear se rompe, el 
ADN se libera al citoplasma, donde puede ser degradado por la vía liso-
somal. Alternativamente, si persiste en el citoplasma, puede activar vías 
de señalización aberrantes, desencadenando procesos de inflamación 
crónica, senescencia o muerte celular.
	 Las células senescentes no solo detienen su proliferación, sino que 
también inducen senescencia en las células vecinas, promoviendo así 
un microambiente proinflamatorio mediante el reclutamiento de célu-
las inmunitarias. Una alternativa no menos relevante es la reincorpo-
ración del ADN micronuclear al genoma del núcleo principal. En este 
escenario, el material genético reincorporado podría estar inactivado, 
sin provocar consecuencias funcionales, lo que permitiría que la célula 
continúe su ciclo normal o permanezca en interfase hasta morir de for-
ma prematura.
	 Sin embargo, también es posible que este ADN actúe como regula-
dor de la muerte celular prematura y desencadene procesos como la 
apoptosis, la autofagia o la senescencia. Otra posibilidad es que el ADN 
micronuclear reincorporado sufra reordenamientos genómicos masivos 
mediante mecanismos como la cromolexia (translocaciones simultáneas 
en varios cromosomas), la cromotripsis (ruptura y reensamblaje caó-
tico de fragmentos cromosómicos), o la cromoanagénesis (generación 
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de configuraciones genómicas completamente nuevas), fenómenos co-
múnmente observados en los cánceres más agresivos (Krupina et al., 
2021).
	 En consecuencia, la reincorporación del ADN micronuclear puede 
inducir inestabilidad e incluso caos genético, procesos estrechamente 
asociados con el desarrollo de cáncer, enfermedades autoinmunes y 
trastornos crónico-degenerativos complejos (Shimizu et al., 2011; Kir-
sch-Volders et al., 2020; Torres-Bugarín et al., 2013; Bonassi y Fenech, 
2021). Estos hallazgos contrastan marcadamente con la visión clásica de 
la oncología, que postulaba que las mutaciones necesarias para la trans-
formación maligna se acumulaban de manera gradual. Hoy se reconoce 
que existen mecanismos “explosivos” capaces de desestabilizar el geno-
ma en una sola etapa, modificando profundamente la comprensión de 
los orígenes del cáncer.

Micronúcleos y respuesta inmune
	 La localización natural del ADN en las células eucariotas se restringe 
al núcleo, las mitocondrias y, en el caso de organismos fotosintéticos, a 
los cloroplastos. Sin embargo, en condiciones extraordinarias, pueden 
encontrarse fragmentos de ADN o de doble cadena en el citoplasma. 
Esto puede ocurrir, por ejemplo, como resultado de una infección por 
patógenos (virus, bacterias u otros parásitos), o por la disrupción irre-
versible de la membrana micronuclear  o mitocondrial.
	 Cuando se detecta ADN en el citoplasma, el sistema inmunitario ac-
tiva mecanismos para eliminarlo y evitar la respuesta autoinmune. Una 
de las principales vías de defensa incluye la acción de exonucleasas cito-
plasmáticas, encargadas de degradar el ADN extraño o mal localizado 
antes de que se active la vía cGAS-STING, responsable de iniciar una 
potente respuesta inflamatoria. No obstante, si la cantidad de ADN ci-
tosólico excede la capacidad de las nucleasas para eliminarlo, se supera 
el umbral y se activa la vía cGAS-STING (Shen et al., 2024).
	 La activación de esta vía conduce a la producción de citocinas proin-
flamatorias, entre ellas los interferones tipo I (IFN-I) y las interleucinas 
6 y 8. El estado proinflamatorio inducido por la liberación del ADN mi-
cronuclear al citoplasma incrementa el estrés oxidativo sobre el genoma 
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celular, lo que a su vez favorece la formación de nuevos micronúcleos. 
Se genera así un círculo vicioso: inflamación persistente, formación de 
micronúcleos, reordenamiento genómico e intensificación de la res-
puesta inmunitaria aberrante (Krishna et al., 1992; Shen et al., 2024).
	 Este reconocimiento inapropiado del ADN propio por parte del siste-
ma inmunológico desencadena inflamación crónica, senescencia celular 
—la cual promueve aún más la infiltración de células inflamatorias—, 
inestabilidad genómica y caos genético. Tales alteraciones están relacio-
nadas con diversas condiciones patológicas, entre ellas enfermedades 
autoinmunes y autoinflamatorias, envejecimiento acelerado y diversos 
tipos de cáncer (Torres-Bugarín et al., 2015).
	 Además, con la edad, este proceso se intensifica, lo cual sugiere con-
tribución importante al desarrollo de enfermedades autoinmunes aso-
ciadas al envejecimiento. Esto se debe, en parte, a la pérdida progresiva 
de la capacidad del sistema inmunitario para distinguir entre el ADN 
propio liberado y los antígenos foráneos (Torres-Bugarín y Ramos-Iba-
rra, 2013a;  Gauthier y Comaills, 2021; Maciejowski et al., 2020; Terradas 
et al., 2016; Zhou et al., 2020; Mohr et al., 2021; Krupina et al., 2021).
	 Cabe destacar que la vía cGAS-STING desempeña un papel crucial 
en diversas patologías inflamatorias, incluidas enfermedades cardio-
vasculares, trastornos neurodegenerativos, enfermedades inflamatorias 
intestinales, síndrome metabólico, diabetes mellitus tipo 1, lupus erite-
matoso sistémico, artritis reumatoide y psoriasis (Chen et al., 2016).

Usos y aplicaciones 
	 Los micronúcleos son estructuras poco frecuentes en células sanas, 
pero su presencia aumenta significativamente en contextos de senes-
cencia, estrés genotóxico y enfermedades benignas o malignas (Krupina 
et al., 2021). Por ello, están consolidados como biomarcadores confia-
bles no solo de efecto, sino también de exposición y susceptibilidad al 
daño genético.
	 Este biomarcador destaca por su eficacia, simplicidad, rapidez y bajo 
costo, lo que permite su aplicación tanto en laboratorio como en campo, 
con resultados consistentes incluso en condiciones operativas limitadas 
(Torres-Bugarín y Ramos-Ibarra, 2013; Torres-Bugarín et al., 2014). El 
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ensayo de micronúcleos se emplea ampliamente en estudios in vivo, ex 
vivo e in vitro para detectar el efecto de xenobióticos, metabolitos con 
potencial genotóxico, mutagénico o teratogénico, así como alteraciones 
derivadas de desequilibrios nutricionales o estilos de vida que afectan 
la estabilidad del ADN.
	 Actualmente, existen múltiples aplicaciones del ensayo en diversos 
tejidos, organismos y modelos biológicos (Torres-Bugarín y Arias-Ruíz, 
2023; Ramos-Ibarra et al., 2020). La Organización para la Cooperación 
y el Desarrollo Económico (OECD) establecó lineamientos específicos 
para su uso en estudios de genotoxicidad (OECD, 2016a; 2016b). Este 
ensayo es utilizado exitosamente para evaluar daño cromosómico en 
plantas como Allium cepa (Casillas-Figueroa et al., 2020; Youssef et al., 
2020), invertebrados como moluscos y crustáceos (El-Samad et al., 2021; 
Vernon y Jha, 2019), vertebrados no humanos como peces, anfibios, rep-
tiles y mamíferos (Zúñiga et al., 1996b, 1998; Zúñiga-González et al., 
2000, 2001; Arellano-García et al., 2020; Flores-Galván et al., 2020; Za-
mora-Pérez et al., 2021), así como en seres humanos, particularmente en 
trabajadores expuestos en contextos ocupacionales (Bonassi et al., 2001; 
Castañeda-Yslas et al., 2016; Jara-Ettinger et al., 2015; Ruíz-Ruíz et al., 
2023), personas expuestas a contaminantes ambientales (Arnaoutoglou 
et al., 2022), con estilos de vida específicos (Torres-Bugarín et al., 2007), 
enfermedades crónicas (Torres-Bugarín et al., 2014; Flores-García et al., 
2014) e incluso en el seguimiento de tratamientos terapéuticos (Carri-
llo-Novia et al., 2023).
	 En tejidos como la mucosa oral y los linfocitos, la frecuencia de mi-
cronúcleos es un biomarcador clínico eficiente para predecir el riesgo, 
evolución y pronóstico de diversas enfermedades. Esta frecuencia es 
sensible tanto a factores endógenos, como inflamación, estrés oxidativo, 
progresión tumoral o envejecimiento, como a factores exógenos, entre 
ellos radiación, fármacos, contaminantes ambientales o dieta. Por esto, 
el ensayo de micronúcleos es una herramienta valiosa para identificar 
riesgos genéticos en personas sanas pero vulnerables, así como para 
evaluar el estado de daño genómico en individuos enfermos (Arella-
no-García et al., 2012).
	 Además de su utilidad diagnóstica y pronóstica, esta prueba ofrece 
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oportunidades relevantes en salud pública, al permitir la identificación 
de poblaciones en riesgo, la evaluación de agentes protectores o nocivos 
y el diseño de políticas preventivas más efectivas. También puede apli-
carse para valorar la eficacia de intervenciones terapéuticas y nutricio-
nales encaminadas a mejorar la estabilidad del genoma. Por ejemplo, se 
ha demostrado que la deficiencia o el exceso de micronutrientes —como 
el ácido fólico o ciertos antioxidantes— puede modificar la frecuencia 
de micronúcleos, actuando como factores protectores o moduladores 
del daño genético (Fenech, 2021; Zúñiga-González et al., 2007).

Ventajas y limitaciones de la prueba de micronúcleos
	 La prueba de micronúcleos además de su rapidez y simplicidad, 
ofrece múltiples ventajas (Heddle et al., 1983) tales como: que los mi-
cronúcleos pueden observarse en cualquier fase del ciclo celular, lo que 
permite una ventana amplia para su detección. El número de células 
analizables es prácticamente ilimitado y el punto final del análisis (la 
presencia del micronúcleo) es fácilmente reconocible, incluso por perso-
nal con formación limitada en citogenética. No se requiere cariotipo, ya 
que el análisis se basa en morfología celular básica y tinciones conven-
cionales (Heddle et al., 1983).
	 Otra ventaja importante es que los micronúcleos formados durante 
la mitosis persisten al menos durante la siguiente interfase. El daño in-
ducido en cualquier fase del ciclo celular puede observarse en cuanto 
transcurre un ciclo completo, por lo que un punto de fijación puede ser 
suficiente. Su interpretación es relativamente clara, se evitan los pro-
blemas de otras pruebas citogenéticas, como la ambigüedad en el sig-
nificado de las lagunas cromosómicas o los intercambios de cromátidas 
hermanas. También permite detectar con facilidad alteraciones en el 
aparato mitótico, como la exclusión de cromosomas rezagados en ana-
fase (Arellano-Garcìa et al., 2021).
	 Sin embargo, el ensayo de micronúcleos también presenta limitacio-
nes. Su principal desventaja es que no detecta agentes que no rompen 
cromosomas o que no provocan retraso en anafase. Por ejemplo, las 
aberraciones cromosómicas debidas a mecanismos de no disyunción, 
donde los cromosomas se asocian normalmente con el huso mitótico, 
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pero se segregan de forma desigual, no generan micronúcleos detecta-
bles. Tampoco permite identificar reordenamientos cromosómicos que 
no impliquen fragmentos acéntricos, como translocaciones recíprocas o 
inversiones. Si bien, esto no representa una limitación severa para estu-
dios de cribado, es importante señalar que el ensayo proporciona infor-
mación mecanicista limitada en comparación con el análisis metafásico, 
ya que no permite conocer el tipo exacto de aberración que originó el 
micronúcleo (FEbech et al., 2021).
	 De manera similar, es difícil distinguir, basándose solo en la frecuen-
cia de micronúcleos, entre eventos aneuploidógeno y pérdidas cromo-
sómicas inducidas por anomalías en el huso mitótico. Esta distinción 
puede lograrse mediante la evaluación del tamaño y contenido de ADN 
del micronúcleo, con ayuda de sondas específicas que detecten la pre-
sencia o ausencia de centrómeros (Ye et al., 2019; Heddle et al., 1983). 
Otras limitaciones no están directamente relacionadas con el tipo de 
daño genético, sino con factores experimentales, como el acceso del 
compuesto a la población celular diana, la farmacocinética del agente 
en estudio, la dosificación seleccionada y los tiempos de muestreo. Es-
tas variables dependen del diseño experimental y del sistema de ensayo 
particular utilizado (Heddle et al., 1983).
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CAPITULO II

MICRONÚCLEOS EN ERITROCITOS: EVALUACIÓN GENOTOXI-
COLÓGICA EN MÉDULA ÓSEA Y SANGRE PERIFÉRICA

Micronúcleos en eritrocitos: de Howell-Jolly a la genotoxicología actual
	 En hematología, los micronúcleos se conocen como cuerpos de Howe-
ll-Jolly, en honor al estadounidense William Henry Howell, quien a fi-
nales del siglo XIX los describió por primera vez en eritroblastos. Una 
década después, el francés Justin Marie Jolly los caracterizó como restos 
nucleares presentes en eritrocitos circulantes, especialmente en condicio-
nes patológicas. Posteriormente, Schmid (1975) desarrolló un ensayo in 
vivo para detectar micronúcleos en eritrocitos policromáticos (EPC) de 
médula ósea, este ensayo, más tarde se adaptó para su aplicación en san-
gre periférica de animales, ya que no requiere del sacrificio de éstos y es 
más sencilla de realizarse. Se fundamenta en la maduración eritrocitaria 
que implica la pérdida del núcleo principal, facilitando así la identifica-
ción de micronúcleos.
	 Actualmente, el ensayo de micronúcleos en médula ósea y sangre 
periférica son un método de referencia dentro del conjunto estándar de 
pruebas empleadas en la evaluación genotoxicológica. A nivel mundial, 
su uso es generalizado, como un método para estudios in vivo tanto 
agudos como crónicos, especialmente en mamíferos pequeños de la-
boratorio. Esta técnica ofrece ventajas considerables frente al análisis 
convencional de cromosomas en metafase, como la simplicidad meto-
dológica, menor invasividad y mayor viabilidad para estudios longitu-
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dinales (Heddle et al., 1973; MacGregor et al., 1980; Morita et al., 2011; 
Udroiu, 2006).
	 En los últimos años, el ensayo de micronúcleos in vivo se enfoca en 
perfeccionar la detección de micronúcleos y su asociación con agentes 
genotóxicos, tomando como base el protocolo estándar inicial. Estas 
mejoras incluyen la optimización de los tiempos de muestreo, la reco-
lección adecuada de muestras y datos, la inclusión de ambos sexos, la 
evaluación de rango amplio de dosis —incluidas las dosis límite—, el 
uso de colorantes altamente específicos para ácidos nucleicos, el análisis 
de micronúcleos en múltiples tejidos, la integración del ensayo en estu-
dios toxicológicos de rutina y su progresiva automatización (Krishna y 
Hayashi, 2000).
	 Sin embargo, como se observa en la figura 1, en años recientes el 
número de publicaciones en que emplean organismos ha ido disminu-
yendo, posiblemente debido a las crecientes restricciones éticas y nor-
mativas en torno al uso de animales de laboratorio, lo cual limita su 
aplicación. A ello se suman los elevados costos asociados al manteni-
miento y manejo de estos organismos, lo que representa un desafío adi-
cional para su implementación en investigaciones experimentales. 

Eritrocitos como biomarcadores de salud-enfermedad 
	 Las anomalías hematológicas se utilizan como indicadores del esta-
do de salud-enfermedad y facilitan evaluaciones toxicológicas, debido 
a que múltiples condiciones alteran la función, estructura, morfología, 
permeabilidad y metabolismo de los distintos linajes celulares hema-
tológicos (Farag y Alagawany, 2018). En particular, los eritrocitos (del 
griego erythrós, ‘rojo’, y kytos, ‘bolsa’), también conocidos como gló-
bulos rojos o hematíes, poseen características que los convierten en he-
rramientas valiosas para el biomonitoreo y el desarrollo de bioensayos, 
se reconocen como indicadores celulares sensibles del estado de salud 
tanto en humanos como en otras especies (D’Alessandro et al., 2019; Fa-
rag y Alagawany, 2018; Guirola et al., 2019; Harabawy y Mosleh, 2014; 
Heitland y Köster, 2021; Podsiedlik et al., 2020; Stevenson et al., 2017). 
	 Entre sus propiedades destacadas, se encuentran su predominancia 
como el principal componente celular en circulación (aproximadamen-
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te el 80%), la carencia de endomembranas, y la facilidad con la que pue-
den obtenerse, aislarse y manipularse, características que los posiciona 
como un modelo poco invasivo frente a otros tejidos o fluidos biológi-
cos. Además, desempeñan funciones críticas en el transporte de gases 
como oxígeno y dióxido de carbono desde los pulmones hacia los teji-
dos, en la preservación tisular y mantenimiento de la homeostasis car-
diovascular mediante el metabolismo del óxido nítrico, y en el control 
de la reología sanguínea y del equilibrio ácido-base sistémico (Farag y 
Alagawany, 2018).
	 Los eritrocitos representan un modelo ideal para estudiar los daños 
inducidos por estrés oxidativo, ya que son particularmente suscepti-
bles a la peroxidación lipídica y a alteraciones en la integridad de su 
membrana. Al ser vehículos de oxígeno, están expuestos a concentra-
ciones elevadas de radicales libres generados por las reacciones de Fen-
ton y Haber-Weiss; esta exposición, combinada con su incapacidad para 
sintetizar nuevas proteínas por la ausencia de organelos, los convierte 
en excelentes biomarcadores de estrés oxidativo (D’Alessandro et al., 
2019). 
	 Por otro lado, los estudios de hemólisis resultan técnicamente accesi-
bles, ya que la ausencia de endomembranas facilita técnicas fotométri-
cas para cuantificar hemoglobina libre y detectar cambios morfológicos 
o funcionales en la membrana, como elasticidad, flexibilidad, deforma-
bilidad y alteraciones osmóticas asociadas al envejecimiento, enferme-
dad o exposición a xenobióticos (Farag y Alagawany, 2018).
	 Desde una perspectiva citotóxica, la mielosupresión constituye un 
biomarcador importante, y los EPC actúan como referencia directa de 
la actividad medular (Farag y Alagawany, 2018).
	 En cuanto a la genotoxicidad, la presencia de micronúcleos en eri-
trocitos se utiliza como biomarcador clave: en exposiciones agudas 
se observan en eritrocitos inmaduros (reticulocitos o policromáticos), 
mientras que en exposiciones crónicas pueden detectarse en eritrocitos 
maduros o normocromáticos. En algunas especies es posible distinguir 
claramente entre ambos tipos, lo cual permite diseñar estudios tanto 
transversales como longitudinales, según se evalúe el efecto a corto o 
largo plazo. En humanos, la vida media de los hematíes es de aproxi-
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madamente 120 días, lo que permite inferir el tiempo de exposición a 
agentes tóxicos durante ese periodo y observar posibles cambios mor-
fológicos acumulativos (Zuñiga González et al., 2001). 
	 Incluso, los eritrocitos tienen la capacidad de bioacumular metales 
pesados y otros tóxicos en concentraciones elevadas, lo que facilita su 
uso como herramienta para evaluar bioacumulación de sustancias quí-
micas. En toxicología, estos parámetros permiten evaluar tanto la apop-
tosis eritrocitaria (eriptosis) como la frecuencia de micronúcleos, tanto 
in vitro como in vivo (Harabawy y Mosleh, 2014; Guirola et al., 2019). 

Micronúcleos en eritrocitos de médula ósea
	 La prueba de micronúcleos en eritrocitos de médula ósea es un ensa-
yo citogenético que se aplica principalmente en pequeños roedores de 
laboratorio. No obstante, también se ha empleado en muestras humanas 
recuperadas de frotis elaborados con médula ósea obtenida por indica-
ción médica. Una vez que dichas muestras han cumplido su propósito 
diagnóstico, pueden ser reutilizadas por los laboratorios para evaluar la 
frecuencia de micronúcleos (Torres-Bugarín et al., 1999; Zúñiga-Gonzá-
lez et al., 1996a). 
	 En la médula ósea, los eritroblastos expulsan su núcleo como parte 
del proceso de maduración hacia eritrocitos policromáticos, los cuales 
representan aproximadamente el 50 % de los eritrocitos en esta matriz 
hematopoyética (en contraste con menos del 5 % en sangre periférica). 
Si durante este proceso se forman micronúcleos, estos permanecen en el 
citoplasma, donde pueden visualizarse mediante tinciones específicas 
(Fig. 3) (Antoniou et al., 2023; MacGregor et al., 1980).
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	 Los micronúcleos son estructuras citoplasmáticas delimitadas por 
una membrana nuclear, que contienen fragmentos acéntricos de cro-
mosomas o cromosomas completos que no lograron incorporarse al 
núcleo principal tras la división celular. Morfológicamente, presentan 
una forma esférica u ovalada, contornos regulares y se localizan en 
las proximidades del núcleo. En eritrocitos, los micronúcleos podrian 
confundirse con los cuerpos de Heinz (también denominados cuerpos 
de Heinz-Ehrlich), estos corresponden a agregados intracelulares de 
hemoglobina desnaturalizada  usualmente adheridos a la membrana 
eritrocitaria, y se pueden detectar mediante tinciones supravitales. Son 
frecuentes en  pacientes con hemoglobinopatías, talasemias, enzimopa-
tías (como deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) o  esplenec-
tomizados (Krishna y Hayashi, 2000; Torres-Bugarín et al., 1999).

Figura 3. Eritropoyesis y formación de eritrocitos micronucleados. Esquema del proce-
so de maduración eritrocitaria desde células madre hematopoyéticas en médula ósea 
hasta eritrocitos maduros en sangre periférica. a) Bajo exposición a agentes genotóxi-
cos (clastógenos o aneugénicos), pueden originarse micronúcleos —fragmentos o cro-
mosomas completos excluidos del núcleo principal— durante la mitosis. Aunque el 
núcleo se elimina durante la maduración eritroide, el micronúcleo puede persistir en 
el citoplasma del eritrocito policromático (reticulocito, se observan de color diferente 
por la presencia de RNA), siendo aún detectable en eritrocitos normocromáticos. b) En 
condiciones fisiológicas, la extrusión nuclear ocurre sin formación de micronúcleos. 
Los eritrocitos policromáticos, visibles hasta 24 horas, maduran a normocromáticos, 
en humanos con  vida media de 120 días en sangre periférica. Fuente: elaboración Dra. 
Evarista Arellano-García, con la ayuda de Biorender®.
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Eritropoyesis y la prueba de micronúcleos en médula ósea
	 En roedores adultos, tanto la médula ósea como el bazo actúan como 
órganos hematopoyéticos, donde las células madre dan origen a la eri-
tropoyesis mediante fases secuenciales de proliferación y maduración. 
No obstante, en algunas especies de peces, este proceso puede ocurrir 
en órganos distintos, como la cabeza del riñón, el intestino, el bazo, el 
timo o el endotelio del corazón.
	 Durante la fase proliferativa, las células progenitoras eritroides se di-
viden activamente, momento en el cual son altamente vulnerables a los 
efectos de algunos xenobióticos, los cuales podrían fragmentar el ADN 
o alterar el uso mitótico, daño que podría originar la formación de mi-
cronúcleos.
	 En la etapa de maduración eritroide, el eritroblasto evoluciona hacia 
eritrocito policromático (EPC), una célula inmadura que conserva ARN 
citoplasmático y presenta afinidad por colorantes basófilos, tiñéndose 
de azul claro o gris azulado con tinción de Giemsa. Durante este pro-
ceso, el núcleo principal es expulsado, pero los micronúcleos pueden 
permanecer en el citoplasma del eritrocito enucleado. Posteriormente, 
los EPC maduran en circulación, perdiendo su contenido de ARN, y se 
convierten en eritrocitos normocromáticos (EMN). Estos últimos, más 
pequeños y acidófilos, se tiñen de naranja claro o rosado con Giemsa, y 
están compuestos predominantemente por hemoglobina, razón por la 
cual también se les denomina hematíes o glóbulos rojos.
	 Ambos tipos celulares —policromáticos y normocromáticos— pue-
den observarse en médula ósea, bazo, compartimentos vasculares y 
sangre periférica. En el ensayo de micronúcleos en médula ósea, los eri-
trocitos deben clasificarse y contabilizarse por separado según su grado 
de maduración. La frecuencia de eritrocitos policromáticos micronu-
cleados (EPCMN), así como la proporción entre EPC totales y EMN, 
permite estimar el índice de citotoxicidad comparando animales trata-
dos con aquellos del grupo control vehicular.
	 Este ensayo fue propuesto originalmente por Schmid (1975) y refi-
nado en décadas posteriores (Sommer et al., 2020); se utiliza principal-
mente para evaluar el potencial de una sustancia para inducir daño cro-
mosómico estructural o numérico. Ambos tipos de alteraciones están 
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implicados en la carcinogénesis, así como en efectos adversos sobre la 
reproducción y el desarrollo embrionario. 
	 En la mayoría de las evaluaciones in vivo, el agente de ensayo se ad-
ministra de forma aguda —generalmente en una sola dosis— a ratones 
o ratas. Posteriormente, se determina la frecuencia de EPCMN en frotis 
de médula ósea recolectados a las 24 y 48 horas postratamiento. Alter-
nativamente, también pueden utilizarse frotis de sangre periférica para 
el análisis de eritrocitos maduros e inmaduros con micronúcleos, lo cual 
es una opción menos invasiva y más accesible en ciertos contextos expe-
rimentales.
	 El ensayo de micronúcleos en eritrocitos ofrece ventajas significa-
tivas en comparación con el análisis de metafase en médula ósea. Es 
técnicamente más sencillo, el criterio de valoración es más objetivo y 
susceptible de automatización, requiere menor tiempo de ejecución y 
permite la detección de efectos tanto clastogénicos como aneugénicos. 
Además, puede integrarse fácilmente en estudios toxicológicos gene-
rales. No obstante, aunque el ensayo de aberraciones cromosómicas en 
metafase permite la evaluación más detallada del daño estructural en 
el ADN, su uso es menos frecuente en la evaluación de seguridad de 
sustancias químicas (Hayashi, 1994). 
	 Durante el Taller Internacional sobre Procedimientos de Ensayo de 
Genotoxicidad (IWGTP), celebrado en Melbourne, Australia, en 1993, 
se discutieron aspectos metodológicos clave que sirvieron como base 
para el desarrollo de las directrices de la Conferencia Internacional so-
bre Armonización de Requisitos Técnicos para el Registro de Productos 
Farmacéuticos de Uso Humano (ICH) (Müller, 1999), así como para la 
revisión del método estandarizado de la Organización para la Coope-
ración y el Desarrollo Económico (OCDE), específicamente la Directriz 
N.º 474: Ensayo de micronúcleos en eritrocitos de mamíferos (OECD, 
1997).
	 Como seguimiento a estas iniciativas, en el segundo taller del IWG-
TP, llevado a cabo en Washington, D.C., los días 25 y 26 de marzo de 
1999, se abordaron nuevas recomendaciones. Entre ellas destacaron: la 
integración del ensayo de micronúcleos con esquemas de administra-
ción a dosis repetidas en estudios toxicológicos de largo plazo, el uso de 
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sistemas automatizados para el conteo de micronúcleos, la posibilidad 
de aplicar el ensayo en tejidos distintos de la médula ósea o sangre peri-
férica, y el desarrollo de métodos que permitan diferenciar entre micro-
núcleos derivados de fragmentos acéntricos y aquellos provenientes de 
cromosomas completos con centrómero (Hayashi et al., 1992; Romagna, 
1989; Sommer et al., 2020). 

Procedimiento del ensayo de micronúcleos en médula ósea
Registro de datos experimentales 
	 Desde el inicio del estudio, es indispensable llevar un registro deta-
llado de todos los procedimientos, observaciones y eventos ocurridos 
durante el experimento. Para tal fin, se debe utilizar una bitácora es-
tructurada en la que se consignen parámetros como la talla y el peso de 
los organismos experimentales, medidos antes, durante y al finalizar el 
ensayo. Estos datos son fundamentales para la correcta interpretación 
de los resultados biológicos y estadísticos.  

Selección, identificación y alojamiento de los animales de experimenta-
ción
	 Se recomienda el uso de animales jóvenes, sanos y sexualmente ma-
duros, en los que se espera alta actividad mitótica en la médula ósea. La 
población seleccionada debe ser lo más homogénea posible, preferente-
mente de la misma cepa, procedencia y sexo,  con diferencia de edad, 
no mayor a una semana entre individuos del mismo grupo. Se deben 
registrar por separado los datos correspondientes a cada sexo en el caso 
de trabajar con machos y hembras.
	 Antes del inicio del experimento, los animales deben aclimatarse a 
las condiciones del bioterio por mínimo siete días. Durante este tiempo, 
deben someterse a evaluación para asegurar su estado de salud. La asig-
nación a los distintos grupos experimentales debe realizarse mediante 
un procedimiento de aleatorización, y cada individuo debe contar con 
un sistema de identificación confiable.
	 La identificación puede ser permanente, mediante muescas o perfo-
raciones auriculares (en roedores) o tatuajes (en otras especies), o tem-
poral, utilizando marcadores indelebles, tarjetas en jaulas, o caracterís-
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ticas morfológicas distintivas. Para estudios más avanzados, se pueden 
implementar dispositivos electrónicos de identificación (microchips), 
siempre que las condiciones del entorno y los recursos institucionales 
lo permitan (NOM-062-1999). 
	 El alojamiento de los animales debe ajustarse al diseño experimental. 
En el caso de roedores, el número máximo recomendado por jaula es 
de seis individuos del mismo sexo y tratamiento, utilizando unidades 
con dimensiones y materiales apropiados. Además, se deben cumplir 
los lineamientos de cría, manejo y bienestar animal establecidos por las 
normas nacionales e internacionales vigentes, controlando variables 
ambientales como la temperatura, humedad relativa, fotoperiodo, tipo 
de dieta y acceso continuo a agua potable. 

Consideraciones éticas: Principio de las tres “R”
	 Todo experimento con organismos vivos debe cumplir con el princi-
pio de las tres “R”, que orienta el uso ético de animales en investigación 
biomédica: 

	Reemplazo (Replacement): Aplicación de métodos alternativos que 
eviten o sustituyan el uso de animales, ya sea de forma absoluta 
(por modelos computacionales o cultivos celulares) o relativa (por 
organismos con menor capacidad de sufrimiento, como ciertos in-
vertebrados).

	Reducción (Reduction): Implementación de estrategias que permitan 
obtener resultados estadísticamente válidos con el menor número 
posible de animales, optimizando el diseño experimental y evitan-
do el uso innecesario de organismos.

	Refinamiento (Refinement): Modificación de técnicas de manipula-
ción, condiciones de alojamiento y protocolos experimentales para 
minimizar el dolor, el estrés y el sufrimiento de los animales, me-
jorando su bienestar general durante el estudio.

Administración de la dosis del agente de prueba 
	 La selección de la vía de administración del agente de prueba debe 
estar debidamente justificada en función de la naturaleza del compues-
to, su biodisponibilidad, el objetivo del estudio y su relevancia en térmi-
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nos de exposición humana. Las rutas más frecuentemente empleadas en 
estudios con roedores son la oral, intramuscular e intraperitoneal; esta 
última requiere precaución especial debido al riesgo de administración 
accidental en el ciego.
	 También pueden considerarse otras vías utilizadas en humanos o 
aquellas empleadas para estudios de toxicidad aguda en ratas y rato-
nes, siempre que se sustente su pertinencia metodológica. En algunos 
diseños experimentales, puede emplearse una ruta de administración 
diferente para los grupos control y tratado, aunque esta decisión debe 
justificarse claramente para evitar sesgos en la interpretación de resul-
tados.
	 El cálculo de la dosis del agente de prueba se basa en su fracción 
activa y se expresa generalmente en miligramos por kilogramo de peso 
corporal (mg/kg), utilizando un volumen de administración entre 10 
y 20 mL/kg, de acuerdo con el tipo de vehículo y la vía seleccionada. 
Por ejemplo, la ciclofosfamida, uno de los controles positivos más am-
pliamente utilizados en ensayos de micronúcleos, se disuelve en agua 
destilada a concentración de 2 mg/mL. Su dosificación estándar es de 
20 mg/kg para ratas y 40 mg/kg para ratones.
	 De acuerdo con las recomendaciones internacionales, en estudios 
con roedores, la dosis alta debe corresponder a la dosis máxima tole-
rada (DMT), definida como la mayor dosis administrable sin inducir 
mortalidad ni toxicidad excesiva que justifique la eutanasia del animal. 
En caso de no tener datos específicos, se puede utilizar como referencia 
la dosis de 2,000 mg/kg. La dosis intermedia debe establecerse como el 
50 % de la dosis alta, y la dosis baja, a su vez, como el 50 % de la dosis 
intermedia (Hayashi et al., 2000; Krishna y Hayashi, 2000).

Grupos experimentales
	 Para cada compuesto en evaluación, es indispensable incluir al me-
nos dos grupos control. Un control negativo, al que se administra el ve-
hículo inocuo correspondiente (por ejemplo, agua destilada o solución 
salina), y un control positivo, tratado con un agente de genotoxicidad 
conocida, como la ciclofosfamida. En este último caso, suele ser sufi-
ciente programar la eutanasia únicamente a las 24 horas postratamiento 
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(Hayashi, 1994; Krishna y Hayashi, 2000).

Diseño experimental (dosis, tiempo de muestreo y número de animales)
	 El diseño experimental debe ajustarse a los lineamientos internacio-
nales vigentes para estudios de genotoxicidad in vivo. Se puede op-
tar por un esquema de dosis única o de tres niveles de dosis.  En caso 
de utilizar una única dosis, se recomienda programar dos tiempos de 
eutanasia: a 24 y 48 horas posteriores a la administración del agente 
de prueba. Alternativamente, se pueden aplicar tres dosis escalonadas 
(alta, intermedia y baja), cubriendo un rango amplio que abarque desde 
el nivel de uso hasta la dosis máxima tolerada (DMT).
	 Por cada grupo de tratamiento, se deben incluir cinco a seis animales 
por sexo y por punto de sacrificio. En caso de prever letalidad inespera-
da en la dosis alta, o si se requieren datos adicionales —como la concen-
tración plasmática del compuesto—, puede justificarse la inclusión de 
animales extra.
	 Es fundamental resolver, antes del ensayo, posibles inconvenientes 
relacionados con la solubilidad del compuesto, el modo de aplicación y 
el cálculo preciso de la dosis, idealmente con asesoría de un experto en 
toxicología (Heddle, 1973; Mavournin et al., 1990).

Tiempos de administración y ciclos celulares
	 Cuando se evalúan compuestos de actividad genotóxica desconoci-
da, se recomienda administrar el agente de prueba a 6, 24 y 30 horas 
antes del sacrificio, de modo que la población eritroide sea expuesta 
al compuesto durante al menos dos ciclos celulares. No obstante, estos 
intervalos pueden ajustarse según las propiedades farmacocinéticas y 
farmacodinámicas del agente evaluado (Krishna y Hayashi, 2000).
	 En los casos donde se prevea baja toxicidad sistémica (por ejemplo, 
en sustancias con dosis límite ≥ 2,000 mg/kg y sin evidencia estructural 
de genotoxicidad), puede considerarse suficiente una única dosis límite 
de 2,000 mg/kg, prescindiendo de un diseño completo con tres nive-
les de dosificación. En todo caso, los animales deben ser observados 
clínicamente durante todo el estudio para detectar signos de toxicidad 
(Hayashi, 1994; Krishna y Hayashi, 2000).
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Selección por sexo y edad
	 Se recomienda emplear machos jóvenes, por ejemplo, ratones de 8 a 
10 semanas de edad, debido a la ausencia de fluctuaciones hormonales 
que puedan interferir con la interpretación de los resultados. Sin em-
bargo, si existe evidencia de toxicidad diferencial entre sexos, se debe 
incluir un grupo de cinco machos y cinco hembras programados para 
eutanasia a las 24 y 48 horas, a fin de evaluar posibles variaciones se-
xo-dependientes (Hayashi, 1994; Krishna y Hayashi, 2000).

Extracción de médula ósea y preparación de frotis celulares
	 Una vez realizada la eutanasia del organismo experimental, se pre-
para una jeringa estéril de 3 a 5 mL cargada con suero fetal bovino 
(SFB). A pesar de su costo elevado, el SFB constituye el medio de lava-
do más adecuado para la recuperación de células viables, debido a que 
soluciones alternativas más económicas pueden inducir daño celular o 
aglutinación, lo cual compromete la calidad morfológica de los frotis 
y dificulta su análisis microscópico. Posteriormente, se extraen ambos 
fémures, eliminando cuidadosamente los tejidos blandos adheridos 
sin provocar fracturas. Se seccionan los extremos proximal y distal de 
cada fémur hasta exponer el canal medular. La irrigación de la médula 
se efectúa mediante la inserción de una aguja en uno de los extremos, 
permitiendo la salida de las células hacia un tubo de recolección. Esta 
operación puede repetirse desde el extremo opuesto para maximizar la 
recuperación celular. Alternativamente, pueden realizarse aspiraciones 
controladas desde ambos extremos, asegurándose en todo momento de 
utilizar SFB como medio de suspensión.
	 La médula debe liberarse como una suspensión celular fina y ho-
mogénea, evitando la formación de agregados o masas celulares. El 
contenido colectado se transfiere a un tubo de centrífuga y se somete a 
centrifugación a 1,000 rpm durante 5 minutos. Una vez finalizado este 
paso, el sobrenadante se retira cuidadosamente mediante una pipeta 
Pasteur, preferentemente siliconada para minimizar la pérdida celular. 
El sedimento resultante (botón celular), se resuspende con precaución 
hasta obtener una mezcla uniforme. Con la misma pipeta, se colocan 
pequeñas alícuotas de la suspensión sobre portaobjetos limpios. Las 
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muestras se extienden utilizando un segundo portaobjetos, sostenido a 
45° de inclinación, deslizando suavemente para generar una monocapa 
celular de espesor uniforme. De cada organismo se recomienda obtener 
al menos tres frotis independientes, a fin de garantizar la representati-
vidad de la muestra. 
	 Las preparaciones se dejan secar a temperatura ambiente, en un en-
torno protegido de la contaminación ambiental, y se conservan hasta su 
posterior procesamiento mediante tinción y análisis microscópico (Fi-
gura 4).

Figura	 4. Frotis de médula ósea (procedimiento). a) Extracción de la médula ósea; 
b) centrifugar; c) Eliminar sobrenadante y resuspender el botón; d) hacer el extendido; 
e) Fijar los frotis (etanol al 80%); f) Tición (Wrigth-Giemsa); g) análisis (100X). Fuente: 
elaboración Dra. Evarista Arellano-García, con la ayuda de Biorender®.
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Fijación y tinción de los frotis celulares
	 La fijación de las preparaciones se realiza mediante inmersión du-
rante 10 minutos en una de las siguientes soluciones: etanol al 80 % o 
la mezcla de alcohol etílico con ácido acético glacial en proporción 3:1, 
según disponibilidad y protocolo del laboratorio.
	 Para la tinción, se recomienda el uso de colorantes con alta afinidad 
por el material genético. No obstante, por su accesibilidad, costo re-
ducido y eficacia cromática, uno de los métodos más empleados es la 
tinción May-Grünwald-Giemsa. En este procedimiento, el portaobjetos 
con la muestra, se sumerge inicialmente en solución sin diluir duran-
te 3 minutos. Luego, se transfiere a la solución May-Grünwald diluida 
1:1 en agua destilada durante 2 minutos. Posteriormente, se realiza la 
tinción con Giemsa diluido 1:6 en agua destilada durante 10 minutos. 
Finalizada la tinción, los portaobjetos se enjuagan suavemente con agua 
destilada, se secan con papel filtro libre de partículas, y se limpia la 
cara posterior con metanol para facilitar su observación al microscopio 
(Krishna y Hayashi, 2000).

Análisis microscópico de las laminillas
	 Las láminas se examinan inicialmente bajo el objetivo de 40X con 
el fin de identificar regiones técnicamente óptimas, donde las células 
presentan contornos nítidos, adecuada distribución, ausencia de super-
posición y una tinción uniforme. Estas zonas, comúnmente localizadas 
hacia el extremo del frotis, deben contener células intactas y bien con-
servadas. Aunque las células nucleadas no forman parte de la cuantifi-
cación, su morfología puede emplearse como referencia de calidad para 
evaluar la integridad del preparado.
	 La tinción diferencial permite distinguir eritrocitos normocromáticos 
(anulocitos), que adquieren una coloración rojo intenso, de los eritroci-
tos policromáticos, los cuales presentan un tinte azulado intenso debido 
a su contenido de ARN residual. En condiciones de control, se espera 
que aproximadamente 8% de los eritrocitos en las zonas óptimas del 
frotis correspondan a células policromáticas, y cerca de la mitad de ellos 
se encuentren en transición madurativa.
	 El conteo se realiza bajo el objetivo de inmersión 100X, examinan-
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do 1,000 EPC por lámina para detectar la presencia de micronúcleos. 
La unidad de conteo es la célula micronucleada, no el número total de 
micronúcleos presentes. Como control de calidad, también se debe reg-
istrar por separado el número de eritrocitos maduros micronucleados 
(normocromáticos). Si su frecuencia excede cinco campos con mil EPC 
evaluados, se considera que la preparación podría contener artefactos 
morfológicos que simulan micronúcleos, lo que requiere verificación 
adicional.
	 Aunque una sola preparación puede contener miles de eritrocitos 
analizables, desde el punto de vista estadístico y biológico es preferible 
aumentar el número de animales evaluados en lugar de incrementar el 
número de células analizadas por individuo (Krishna y Hayashi, 2000).

Interpretación de datos
	 La prueba de micronúcleos no se limita a la observación directa de la 
frecuencia de eritrocitos micronucleados (EMN), sino que se centra en 
el análisis de las variaciones en dicha frecuencia entre grupos compar-
ativos. Por lo general, se contrasta un grupo control o de referencia con 
un grupo expuesto. Esta comparación puede establecerse, por ejemplo, 
entre organismos que recibieron un agente químico en condiciones con-
troladas frente a otros que no fueron expuestos, o entre individuos pro-
venientes de zonas contaminadas y aquellos de regiones no afectadas. 
En estudios ambientales, es común comparar organismos recolectados 
aguas abajo de una fuente de contaminación con los capturados aguas 
arriba. Por ello, es fundamental definir con precisión qué se está com-
parando y en qué condiciones experimentales (Udroiu, 2006).
	 En el ensayo de micronúcleos, la proporción de EPC sobre el total 
de eritrocitos (EPC/ET), constituye el criterio de valoración secundario, 
útil para inferir la actividad proliferativa de la médula ósea y detectar 
efectos citotóxicos del agente de prueba. En cambio, la frecuencia de 
ECCMN es el criterio principal, ya que refleja directamente el potencial 
genotóxico del cpmpuesto bajo prueba de forma aguda (aproximada-
mente 24 h después de la exposición). Es recomendable que el análisis 
de las muestras, sea “ciego” para el que las observa al microscopio; es 
decir, sin que el lector conozca la identidad de los tratamientos, para 
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eviatar sesgos en la interpretación.
	 Por cada animal, se deben evaluar entre 1,000 y 2,000 EPC, con el fin 
de establecer con precisión tanto su proporción relativa como la fre-
cuencia de micronucleación. La unidad de análisis es el EPCMN, no el 
número de micronúcleos por célula, ya que un eritrocito puede conten-
er más de un micronúcleo.
	 En caso de observar citotoxicidad medular, se deben evaluar al 
menos 200 eritrocitos totales por animal para calcular la proporción de 
EPC, y al menos 1,000 eritrocitos en sangre periférica, si esta se utiliza 
como matriz alternativa. Cuando se emplean métodos automatizados, 
como la citometría de flujo, el número de células analizadas puede as-
cender a 100,000 por muestra; esto permite la evaluación simultánea de 
EPC, normocromáticos, EPCMN y EMN, según los objetivos del estu-
dio (Krishna y Hayashi, 2000).

Análisis estadístico y criterios de interpretación
	 Los datos obtenidos deben analizarse mediante pruebas estadísticas 
unilaterales (de una sola cola), seleccionadas de acuerdo con la natu-
raleza de las variables evaluadas. La frecuencia de EPCMN se somete 
a una prueba unilateral orientada al aumento, ya que se anticipa una 
elevación en presencia de un agente genotóxico. En contraste, la pro-
porción de EPC se analiza mediante una prueba unilateral orientada a 
la disminución, al considerarse un biomarcador de citotoxicidad.
	 Cuando no se identifican diferencias estadísticamente significativas 
entre sexos, los datos pueden agruparse para su análisis conjunto, a fin 
de aumentar la potencia estadística. Se considera resultado positivo 
cuando se observa incremento significativo, dependiente de la dosis, 
en la frecuencia de EPCMN, y al menos uno de los valores obtenidos 
excede el rango histórico de los controles negativos. En caso de resul-
tados equívocos o marginales, se recomienda su verificación mediante 
ensayos adicionales, preferentemente ajustando las condiciones experi-
mentales.
	 Un resultado positivo indica que el agente evaluado promueve la 
formación de micronúcleos, lo cual puede reflejar daño cromosómico de 
tipo estructural (clastogénico) o numérico (aneugénico). Por otro lado, 
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un resultado negativo sugiere la ausencia de efectos genotóxicos bajo 
las condiciones específicas del experimento; sin embargo, no descarta 
el potencial genotóxico del compuesto en otros sistemas biológicos o 
condiciones experimentales distintas.
	 En términos mecanísticos, los micronúcleos derivados de daño clas-
togénico carecen de cinetocoro, mientras que los asociados a daño aneu-
génico lo contienen. La detección del cinetocoro puede realizarse medi-
ante anticuerpos específicos, disponibles comercialmente; sin embargo, 
esta técnica es costosa y poco práctica para su uso rutinario (Krishna y 
Hayashi, 2000).

Procedimiento del ensayo de micronúcleos en sangre periférica
	 Los micronúcleos inducidos en eritroblastos de la médula ósea, como 
consecuencia de la exposición a agentes clastogénicos, pueden detec-
tarse posteriormente en eritrocitos circulantes en sangre periférica. 
Aunque el ensayo de micronúcleos fue originalmente diseñado para su 
aplicación en médula ósea, su implementación en este tejido presen-
ta carácter invasivo, es técnicamente más complejo e implica la euta-
nasia del animal. Como respuesta a estas limitaciones, se desarrolló y 
estandarizó una variante del método que permite detectar EPC obteni-
dos de sangre periférica, sin necesidad de sacrificar al organismo.
	 Este enfoque presenta múltiples ventajas adicionales: la obtención de 
muestras es sencilla, lo que permite realizar estudios longitudinales en 
los mismos individuos a lo largo del tiempo; además, es un método 
menos costoso y de ejecución más rápida, manteniendo la sensibilidad 
adecuada para la detección de daño genético agudo y acumulativo.
	 Posteriormente, la técnica también fue adaptada para su aplicación 
en linfocitos de sangre periférica cultivados, ampliando su utilidad 
en bioensayos de genotoxicidad, tanto para exposiciones únicas como 
crónicas (Antoniou et al., 2023; MacGregor et al., 1980).
	 Otro aspecto relevante del modelo hematopoyético es su utilidad 
en la evaluación de sensibilidad a radionúclidos. La médula ósea es el 
órgano limitante en tratamientos con radionúclidos dirigidos, ya que 
su capacidad de tolerancia define la dosis máxima permisible. Por ello, 
resulta crítico estimar la dosis absorbida por médula ósea a partir de 
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radionúclidos incorporados al organismo. En este contexto, la prueba 
de EPC de sangre periférica es un dosímetro biológico no invasivo, útil 
para estimar la tasa de absorción de radiación en médula ósea, y por 
esta razón, como herramienta auxiliar en la planificación de tratamien-
tos radioterapéuticos (Lenarczyk et al., 2001).

Fundamento biológico de los eritrocitos micronucleados en sangre periférica
	 En cualquier especie y ensayo es fundamental considerar la duración 
del ciclo celular de los eritroblastos, el tiempo de maduración eritrocita-
ria, su aparición en la circulación periférica y la vida media del eritroci-
to, ya que estos factores condicionan la correcta interpretación de los 
resultados (Udroiu, 2006b).
	 Los micronúcleos se originan durante la división celular, específica-
mente durante la eritropoyesis en médula ósea, en la etapa de eritro-
blasto, la cual dura aproximadamente 5 a 7 días (Figura 4). Gran parte 
de este periodo ocurre en forma de EPC, el cual migra a sangre periféri-
ca, donde persiste alrededor de 24 horas. En humanos, los EPC o reticu-
locitos representan aproximadamente 1 a 1.5 % de los eritrocitos circu-
lantes. Posteriormente, maduran a eritrocitos normocromáticos con una 
vida media que varía según la especie: en ratones, entre 30 y 40 días; en 
humanos, alrededor de 120 días; en aves, entre 20 y 45 días; y en peces, 
desde 105 hasta 310 días, dependiendo de la especie (Albertini y Kaden, 
2020; Salamone y Heddle, 1983).
	 Aproximadamente seis horas después de la última mitosis, el er-
itroblasto expulsa el núcleo principal, permaneciendo en el citoplasma 
cualquier micronúcleo que se haya formado. Durante esta fase, el er-
itrocito contiene ARN ribosómico residual, lo que le confiere coloración 
distinta en tinciones vitales, y se le identifica como EPC.
	 En condiciones de estrés hematopoyético (por ejemplo, anemia o tox-
icidad), se estimula la eritropoyesis, lo que se traduce al aumento de 
reticulocitos en sangre periférica. Por el contrario, en casos de citotox-
icidad o mielosupresión, se reduce su frecuencia, reflejando inhibición 
de la médula ósea (Albertini y Kaden, 2020).
	 Durante un ensayo genotoxicológico, los EPCMN observados a las 
24 horas posteriores a la administración del agente de prueba reflejan 
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eventos mitóticos recientes ocurridos en médula ósea. En ratón, es-
tos EPCMN inducidos comienzan a aparecer en circulación periférica 
aproximadamente 24 horas después de su formación. En la mayoría de 
las especies, el pico de frecuencia de micronúcleos se produce entre 1 
y 3 días posteriores a la exposición, aunque puede extenderse hasta los 
5 días, dependiendo de la cinética del compuesto y la especie utilizada 
(MacGregor et al., 1980; Udroiu, 2006b).
	 Sin embargo, la dinámica temporal de aparición de micronúcleos en 
sangre periférica es una función compleja que depende de múltiples 
factores, y el momento exacto del pico de frecuencia máxima no puede 
predecirse con certeza para cada sustancia (MacGregor et al., 1980).

Paradoja de la citotoxicidad en médula ósea
	 En células que no se dividen activamente, la inducción de micronú-
cleos no es posible. Cuando un agente de prueba presenta alta citotox-
icidad medular, puede inhibir la mitosis, reduciendo drásticamente la 
producción de EPC. En tal caso, la frecuencia de estos eritrocitos dis-
minuye notablemente, y los pocos presentes pueden ser atípicos, pro-
ceder de un subgrupo resistente o representar células cuya última mi-
tosis ocurrió antes de la exposición. Bajo estas condiciones, la obtención 
de una muestra representativa de 1,000 EPC puede requerir esfuerzo 
considerable.
	 Este fenómeno puede llevar a falsa interpretación negativa, ya que 
no solo se reduce la producción total de eritrocitos, sino también la de 
eritrocitos micronucleados, enmascarando el verdadero efecto genotóx-
ico del compuesto. Por ello, es esencial considerar la relación entre EPC 
y normocromáticos como biomarcador funcional de la actividad prolif-
erativa de la médula ósea. La disminución significativa de EPC se inter-
preta como indicador de citotoxicidad medular (Mavournin et al., 1990; 
Schlegel y MacGregor, 1983).
	 Aunque se espera que un agente genotóxico provoque cierto nivel de 
toxicidad, una toxicidad excesiva es indeseable, ya que impide evaluar 
adecuadamente la genotoxicidad.
	 Adicionalmente, cuando se realizan muestreos repetidos de sangre 
en animales de laboratorio, se puede inducir artificialmente aumento 
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de eritropoyesis. Esto produce “inundación” de reticulocitos en la cir-
culación, que diluye la proporción de eritrocitos micronucleados pre-
viamente formados, reduciendo así su frecuencia aparente (Udroiu, 
2006a).

Eritrocitos micronucleados en sangre periférica de vertebrados 
mamíferos y no mamíferos
	 En los mamíferos, los eritrocitos maduros carecen de núcleo, por 
lo que la detección de micronúcleos se limita a etapas inmaduras del 
eritrocito, como los reticulocitos. En contraste, los eritrocitos de verte-
brados no mamíferos —incluyendo aves, reptiles, anfibios y peces— 
retienen su núcleo, lo que permite evaluar tanto citotoxicidad como 

Figura 5. Eritrocitos policromáticos (EPC) y normocromáticos micronucleados (EMN) 
en sangre periférica de distintos modelos. a) Eritrocito policromático micronucleado 
(EPCMN) en médula ósea de ratón. La mayor frecuencia se asocia a mieloproliferación 
y a la disminución de citotoxicidad medular o mielodepresión. b) EMN en ave. c) EP-
CMN en embrión de pelícano pardo (Pelecanus occidentalis), con morfología alargada 
característica. d) EMN en pez. Las flechas indican micronúcleos.Tinción: Naranja de 
acridina. Microscopio Carl Zeiss IVFL Axiostar Plus (100x), filtro de fluorescencia de 
450–490 nm. Cortesía de la Dra. en C. Olivia Torres Bugarín.
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genotoxicidad directamente en sangre periférica. En estas especies, 
además de la prueba de micronúcleos, pueden aplicarse técnicas com-
plementarias como la prueba cometa, la detección de fragmentación del 
ADN y la evaluación de anormalidades nucleares (Fig. 5).

Anormalidades nucleares como biomarcadores de daño genético y ci-
totoxicidad
	 Las anormalidades o protuberancias nucleares eritrocitarias son mal-
formaciones del núcleo asociadas a errores durante el desarrollo de los 
eritrocitos y se consideran indicativas de exposición reciente a agentes 
contaminantes (Santos et al., 2017). Han sido propuestas como biomar-
cadores potenciales de genotoxicidad en diversos modelos experimen-
tales (Gómez-Meda et al., 2016; Zamora-Pérez et al., 2023). Entre estas 
alteraciones se incluyen células binucleadas, lóbulos nucleares, mues-
cas, yemas nucleares y vacuolas (véase Fig. 6); todas ellas asociadas a 

Figura 6. Anormalidades nucleares en eritrocitos de vertebrados no mamíferos. a–b) 
brotes nucleares (nuclear buds) en eritrocitos del pato cuchara (Anas clypeata). c) 
muesca nuclear en eritrocito policromático (EPC) de A. clypeata; d) puente nucle-
oplásmico en eritrocito de reinita amarilla (Setophaga petechia); e) cola nuclear en 
eritrocito de charal (Chirostoma lucius); f) célula binucleada en embrión de gavio-
ta reidora americana (Leucophaeus atricilla). Las flechas señalan las anormalidades 
observadas. Tinción: Naranja de acridina. Observación a 100x con microscopio Carl 
Zeiss IVFL Axiostar Plus, utilizando filtros de fluorescencia de 450–490 nm. Cortesía 
de la Dra. en C. Olivia Torres Bugarín.
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daño estructural en el ADN. A nivel citológico, también pueden obser-
varse anomalías morfológicas que actúan como indicadores de citotox-
icidad, tales como alteraciones en el tamaño (macrocitos, microcitos), 
forma (esquistocitos, acantocitos, equinocitos), y cambios citoplasmáti-
cos (presencia de vacuolas o muescas).
	 Estudios en cultivos de linfocitos humanos y porcinos demostraron 
aumento en la frecuencia de anormalidades nucleares tras la exposición 
a mitomicina-C, lo cual respalda su utilidad como marcadores de ex-
posición a agentes genotóxicos (Serrano-García et al., 2001). En este 
contexto, la evaluación de anormalidades nucleares es una medida 
complementaria para la detección de genotoxicidad in vivo e in situ, 
especialmente en especies con eritrocitos nucleados (Zamora-Perez et 
al., 2023).
	 Aunque los eritrocitos maduros de mamíferos no tienen núcleo, es 
posible evaluar genotoxicidad y citotoxicidad a partir de EMN y EPC, 
espectivamente como evidencia de eventos ocurridos entre 24 y 48 horas 
posteriores a exposición aguda, o tras exposición crónica a compuestos 
genotóxicos (Farag y Alagawany, 2018).

El ensayo de micronúcleos en sangre periférica: el papel del bazo
	 En 1913, Aschoff y Kiyono introdujeron el término “sistema retícu-
lo-endotelial”, actualmente conocido como “sistema fagocítico mono-
nuclear”. Este sistema se conforma por una red de células y tejidos 
distribuidos en todo el organismo, cuya función principal es participar 
en la respuesta inmunitaria, actuar como filtro sanguíneo y eliminar 
partículas extrañas, microorganismos, así como células envejecidas o 
con daño estructural, incluidas aquellas que contienen inclusiones cito-
plasmáticas como los micronúcleos.
	 Aunque este sistema se encuentra en múltiples tejidos y órganos, la 
pulpa roja del bazo destaca como la estructura principal responsable de 
eliminar restos celulares y eritrocitos con inclusiones (Arellano-García 
et al., 2021).
	 El bazo es un órgano impar, no vital, ubicado en el epigastrio izqui-
erdo, por debajo del diafragma. Su color es rojo vino oscuro y presen-
ta una superficie convexa y otra cóncava denominada hilio, por donde 
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ingresan las arterias y salen las venas y vasos linfáticos. Su morfología, 
tamaño y grado de distensión varían entre especies. En animales como 
perros, gatos y caballos, también actúa como reservorio de sangre y 
plaquetas. Durante el desarrollo fetal, el bazo tiene funciones hema-
topoyéticas hasta que la médula ósea asume esta labor (Cesta, 2006).
	 Está recubierto por una cápsula fibroelástica rica en células mioepite-
liales, que le permite expandirse significativamente cuando se requiere. 
El parénquima se divide en dos regiones funcionales: la pulpa blanca 
y la pulpa roja. La pulpa blanca, que representa entre el 5 y el 20 % de 
la masa esplénica, región del bazo es el principal tejido linfático del ór-
gano. Está formada por vainas periarteriales que incluyen una arteria 
central y agregados linfoides esenciales para la captura y presentación 
de antígenos a las células inmunitarias.
	 La pulpa roja, de tonalidad más oscura debido a su contenido eritroc-
itario, es el principal filtro sanguíneo. Elimina eritrocitos envejecidos 
o con alteraciones morfológicas, incluidos los que contienen micronú-
cleos, así como restos celulares y agentes extraños. También cumple 
funciones de almacenamiento de eritrocitos, plaquetas y hierro. Está 
conformada por senos venosos de flujo lento y una red tridimensional 
de cordones esplénicos recubiertos de células reticulares y macrófagos 
altamente fagocíticos, responsables de la depuración sanguínea (Cesta, 
2006; Schmid, 1975).
	 Para que las células alteradas sean eliminadas eficientemente en la 
pulpa roja del bazo, la sangre debe ingresar a través de la arteria es-
plénica. Esta se ramifica en arterias trabeculares, las cuales dan origen 
a arterias centrales rodeadas por linfocitos T dentro de la pulpa blanca. 
Posteriormente, la sangre fluye hacia la pulpa roja a través de vasos 
especializados que desembocan en los cordones esplénicos del parén-
quima. En esta región, los eritrocitos deben atravesar las fenestras es-
trechas de las células reticulares que conforman los cordones esplénicos 
para ingresar en los senos venosos.
	 Los eritrocitos sanos poseen una membrana flexible que les permite 
deformarse y pasar a través de estas estructuras sin ser destruidos. Sin 
embargo, a medida que envejecen o presentan daño estructural, pierden 
flexibilidad, lo que dificulta su tránsito por la microcirculación espléni-
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ca. Eventualmente, estos eritrocitos quedan atrapados, sufren lisis y son 
fagocitados en la pulpa roja por macrófagos especializados (Montal-
vo-Arenas, 2021).
	 Existen diferencias histológicas significativas entre especies en la ar-
quitectura de la pulpa roja, lo que permite clasificarla como sinusal o 
no sinusal (Fig. 7). La pulpa roja sinusal, característica de los humanos, 
contiene senos venosos (senos pulpares) recubiertos por células endo-
teliales en forma de bastón, dispuestas con fenestras delgadas y organi-
zadas regularmente. Esta disposición permite que la filtración sea alta-
mente eficaz, eliminando hasta el 100 % de los eritrocitos envejecidos, 
anómalos o con inclusiones, incluidos los micronucleados, siempre que 
el bazo esté funcionalmente íntegro y no haya sido extirpado (Schlegel 
et al., 1986; Udroiu, 2006a).

Figura 7. Eficiencia del bazo para eliminar eritrocitos anómalos. El sistema fagocítico 
mononuclear, especialmente activo en la pulpa roja del bazo, elimina células alteradas 
como los eritrocitos micronucleados. En bazos sinusales, como en el humano, la fil-
tración es altamente eficiente gracias a senos venosos con fenestras estrechas. En bazos 
no sinusales, como el de los murinos, su estructura es más abierta, lo cual reduce sig-
nificativamente la capacidad de depuración. Fuente: elaboración Dra. Evarista Arella-
no-García, con la ayuda de Biorender®.
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	 En contraste, el bazo no sinusal de algunos mamíferos, como el ratón, 
contiene vénulas pulpares que no filtran de forma eficiente. Esto per-
mite que los eritrocitos micronucleados circulen libremente, lo que se 
traduce en frecuencias espontáneamente elevadas en sangre periférica. 
Esta limitada eficiencia se debe a la prevalencia de vénulas sin anasto-
mosis, formadas por endotelio plano, irregular y con fenestraciones am-
plias que permiten el paso de células con inclusiones (Montalvo-Are-
nas, 2021; Udroiu, 2006a, 2006b). 
	 Adicionalmente, en individuos juveniles de diversas especies, el bazo 
aún inmaduro presenta baja capacidad de filtración, lo que también se 
refleja en mayor frecuencia de EMN. A medida que el órgano madura, 
su función depurativa se optimiza, lo cual reduce significativamente la 
presencia de estas células en la circulación (Batista-González et al., 2006; 
Ramírez-Muñoz et al.,1999; Ramos-Ibarra et al., 2020; Zúñiga-González 
et al., 2001). 
	 En la pulpa roja de vertebrados no mamíferos, como peces, anfibios, 
cetáceos, sirenios y pinnípedos, los senos venosos están ausentes y sus 
eritrocitos nucleados no pueden atravesar las hendiduras interendote-
liales (Udroiu, 2006a, 2006b), por ello no ocurre la depuración esplénica 
de eritrocitos con inclusiones, esto favorece la aplicación de la prueba 
de micronúcleos en sangre periférica en las especies con estas carac-
terísticas.
	 El conocimiento del papel que desempeña el bazo en la eliminación 
de EMN en las especies, es esencial para interpretar adecuadamente los 
resultados obtenidos tanto en estudios de laboratorio como en campo. 
Por esta razón, la OCDE (1997) recomendó que para la prueba de mi-
cronúcleos se utilicen especies de mamíferos cuya actividad esplénica 
no interfiera con la detección de EMN en sangre periférica.

Ventajas, limitaciones y consideraciones de la prueba de 
micronúcleos en médula ósea y sangre periférica
	 La prueba de micronúcleos aplicada en médula ósea y sangre per-
iférica presenta numerosas ventajas metodológicas y biológicas que fa-
vorecen su adopción en estudios toxicológicos in vivo (Arellano-García 
et al., 2021; Batista-González et al., 2006; Heddle, 1973; MacGregor et al., 
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1980; Markert et al., 2003; Morita et al., 2011; Torres-Bugarín et al., 2019; 
Schmid, 1975). 
	 Entre sus principales atributos, destaca que no requiere de equipo 
sofisticado: el instrumento esencial es un microscopio óptico con obje-
tivo de inmersión (100x), y en caso de utilizar fluorocromos, basta con 
equiparlo con filtros de fluorescencia adecuados. Además, el análisis de 
EMN es relativamente sencillo, especialmente en mamíferos, donde los 
eritrocitos son anucleados, lo que facilita su identificación.
	 La preparación y análisis de los extendidos celulares son proced-
imientos rápidos, económicos y técnicamente accesibles. Solo se requi-
eren unas pequeñas gotas de sangre, que pueden obtenerse mediante 
una punción leve en alguna extremidad del animal. No hay diferencias 
significativas entre cepas de roedores, lo que amplía la aplicabilidad del 
modelo (Morita et al., 2011).
	 Un aspecto fundamental es la persistencia de las células micronu-
cleadas en circulación, lo que permite evaluar efectos genotóxicos 
agudos y crónicos. Además, es posible diferenciar eritrocitos jóvenes 
(policromáticos o reticulocitos) de maduros (normocromáticos). La de-
tección de un EPCMN indica un evento ocurrido aproximadamente 24 
horas antes, reflejando el momento del daño inducido por la sustan-
cia en estudio (Batista-González et al., 2006; Ramos-Ibarra et al., 2020; 
Schmid, 1975). La mayor incidencia de EMN en sangre periférica se ob-
serva 24 horas después del pico máximo en médula ósea (MacGregor et 
al., 1980).
	 Desde el punto de vista citotóxico, la disminución en la frecuencia de 
EPC sugiere mielosupresión. En cambio, el incremento en los EPCMN 
indica genotoxicidad aguda, mientras que mayor frecuencia de EMN 
puede reflejar genotoxicidad crónica (Torres-Bugarín et al., 1999; Arel-
lano-García et al., 2021). La sensibilidad del ensayo es comparable a la 
de métodos metafásicos para la detección de roturas cromosómicas, y 
su utilidad no se ve comprometida por inhibidores de la mitosis (Mac-
Gregor et al.,1980; Markert et al., 2003).
	 Con dos puntos de muestreo, generalmente a las 24 y 48 horas, es 
posible obtener información suficiente sobre la inducción de daño 
genético (Morita et al., 2011). El seguimiento cada 24 horas permite iden-
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tificar el pico de EMN, usualmente entre 30 y 60 horas postexposición 
(Batista-González et al., 2006). Incluso una única muestra puede evi-
denciar eventos en cualquier fase mitótica. Al predominar las células en 
interfase, se optimiza el análisis al evitar la búsqueda de metafases, ase-
gurando que los micronúcleos reflejan divisiones celulares posteriores 
a la exposición (MacGregor et al., 1980; Torres-Bugarín et al., 2019).
	 Debido a que no es ético realizar pruebas de toxicidad en humanos, 
es que se emplea el uso de modelos in vivo en mamíferos como los 
roedores, con gran éxito (Heddle, 1973). Sin duda, el análisis de EMN 
en sangre periférica representa una alternativa menos invasiva que la 
médula ósea, con ventajas como el muestreo seriado, la simplicidad 
técnica y su aplicabilidad en estudios citogenéticos automatizados 
(Markert et al., 2003; Arellano-García et al., 2021).
	 Cabe destacar que, la prueba de micronúcleos resulta particular-
mente útil en especies cuyos cromosomas son numerosos y de pequeño 
tamaño, como en ratas y ratones, que dificulta el análisis cariológico 
convencional (Schmid, 1975; Batista-González et al., 2006). No obstan-
te, una limitante relevante es que en mamíferos con un bazo funcional 
altamente eficiente —como en humanos con bazo sinusal— los eritroc-
itos micronucleados son eliminados rápidamente de la circulación, lo 
cual reduce la sensibilidad del ensayo. Por esta razón, solo es aplica-
ble en humanos esplenectomizados o en recién nacidos, cuyo bazo aún 
no ha madurado completamente (Arellano-García et al., 2021; Batis-
ta-González et al., 2006 ; Torres-Bugarín et al., 2019).
	 Finalmente, aunque existen múltiples modelos experimentales adapt-
ables tanto a condiciones de laboratorio como de campo, es importante 
considerar que esta técnica no permite detectar mutaciones puntuales, 
rearreglos cromosómicos ni daño indirecto al ADN. En este sentido, 
aquellas sustancias que no alcanzan la médula ósea podrían no inducir 
respuesta observable, dando lugar a falsos negativos a pesar de su po-
tencial genotóxico (MacGregor et al., 1980; Torres-Bugarín et al.,1999).
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Procedimientos metodológicos de la prueba de micronúcleos en san-
gre periférica

	 Toma de muestras y procesamiento de frotis: la preparación del frotis 
para el análisis de micronúcleos en sangre periférica requiere solo dos 
gotas, las cuales pueden obtenerse mediante una punción o corte leve. 
En roedores, se emplea comúnmente la punta de la cola; en otras espe-
cies, se utilizan venas accesibles según su anatomía (venas yugulares, 
braquiales, radiales, digitales o metatarsales). Se recomienda preparar 
dos frotis por individuo (uno de trabajo y otro de respaldo) y punto de 
muestreo, para ello, se coloca una gota de sangre sobre un portaobje-
tos limpio previamente codificado, y se realiza el extendido utilizando 
otro portaobjetos inclinado a 45 grados. Tras el secado, el frotis se fija 
en etanol al 80 % durante 10 minutos y se almacena hasta su análisis. 
Los procedimientos de tinción son equivalentes a los de médula ósea. 
Para mayor precisión en la identificación de micronúcleos, se recomien-
da naranja de acridina, que tiñe el ARN en rojo/naranja y el ADN en 
verde-amarillo, lo que facilita la distinción entre núcleos y micronú-
cleos, así como RNA (se tiñe de color rojo-naranja) y ADN (de color 
verde-amarillo). Este método reduce errores de lectura e interpretación 
(CSGMT, 1995; Zúñiga-González et al., 2000)

	 Conteo celular: el análisis se realiza a 100× con aceite de inmersión. 
Por organismo, se contabilizan 1,000 eritrocitos totales (eritrocitos nor-
mocromáticos + EPC) para determinar la proporción de policromáti-
cos, seguidos de 1,000 EPC para evaluar la frecuencia de EPCMN, y 
finalmente 10,000 eritrocitos totales para identificar micronúcleos en 
normocromáticos (EMN). Este enfoque permite discriminar los efectos 
genotóxicos según la etapa de maduración eritrocitaria (Schmid, 1975; 
Zúñiga-González et al., 1996a).

Modelos biológicos como biomonitores genotoxicológicos en sangre 
periférica
	 La literatura científica documenta amplia variedad de organismos 
empleados en la detección de agentes micronucleogénicos mediante el 
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análisis de sangre periférica (Zúñiga-González et al., 1996b, 2000, 2001; 
Udroiu, 2006a). Entre ellos, destacan los pequeños roedores de laborato-
rio, de ellos el ratón es el modelo por excelencia por su alta sensibilidad, 
disponibilidad y estandarización metodológica (Heddle, 1973; Krishna 
y Hayashi, 2000). Aunque las ratas también pueden ser utilizadas, su 
aplicación requiere considerar ciertas particularidades fisiológicas y he-
matológicas (Zúñiga-González et al.,1996b).
	 Otros modelos menos frecuentes incluyen al hámster (Heddle et al., 
1983) y algunos primates no humanos, como la marmoseta o tití común 
(Callithrix jacchus) (Lemus-Varela et al., 2006) y el mono rhesus (Ma-
caca mulatta) (Zúñiga-González et al., 2005). En aves, hay estudios en 
especies como el perico atolero (Aratinga canicularis) (Gómez-Meda et 
al., 2006), el tecolote llanero (Athene cunicularia) (Martínez Haro et al., 
2017) y el ganso nevado (Chen caerulescens) (Martínez Quintanilla et 
al., 2017), incluso embriones aviares (Ceyca et al., 2014).
	 En reptiles, los modelos incluyen al cocodrilo de pantano (Crocody-
lus moreletii) (Zamora-Pérez et al., 2022), la tortuga verde (Chelonia 
mydas) (Labrada-Martagón et al., 2019), la lagartija partenogenética 
(Darevskia armeniaca) (Simonyan et al., 2020), la culebra lisa de Irán 
(Coronella austriaca) (Hayretdağ et al., 2014) y el alicante (Pituophis 
deppei) (Zúñiga-González et al., 2000). Entre los anfibios, están los 
sapos, ranas y salamandras (Fernández et al., 1993) y algunos peces 
(Flores-Galván et al., 2020; Zavala-Aguirre et al., 2010). Cada uno de 
estos modelos presenta características biológicas, ecológicas y fisiológi-
cas específicas que deben considerarse cuidadosamente al seleccionar el 
organismo más adecuado para un estudio determinado.
	 Cabe señalar que la simple cuantificación de contaminantes en ma-
trices abióticas —como agua, suelo o aire— no permite inferir directa-
mente procesos como la biotransformación, la biodisponibilidad o los 
efectos biológicos, como el daño al ADN. Por ello, la biomonitorización 
es un enfoque complementario fundamental, ya que permite medir de 
manera cualitativa o cuantitativa la presencia de agentes exógenos o sus 
metabolitos en los organismos vivos o en sus entornos.
	 Los biomonitores se definen como organismos vivos que muestran 
sensibilidad ante cambios ambientales o que son capaces de acumular 
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contaminantes en niveles detectables antes de que estos sean evidentes 
en el ambiente físico. Para ser considerado un buen biomonitor, el or-
ganismo debe presentar representatividad espacial y ecológica, amplia 
disponibilidad, accesibilidad, sensibilidad a los agentes tóxicos, longev-
idad suficiente y reproducibilidad de los resultados obtenidos (Martínez 
Quintanilla et al., 2017). En este sentido, cada grupo taxonómico aporta 
atributos particulares que lo hacen valioso en la evaluación del riesgo 
ambiental mediante ensayos genotoxicológicos.

Aves como organismos centinela para la evaluación de genotoxicidad 
ambiental 
	 Las aves es un grupo altamente diverso que habita amplia gama de 
ecosistemas y ocupa distintos niveles tróficos. Esta diversidad ecológica, 
junto con su sensibilidad fisiológica, las convierte en excelentes bioindi-
cadores de alteraciones ambientales (Solgi et al., 2020). Su capacidad de 
responder rápidamente a estresores tanto naturales como antropogéni-
cos permite detectar con eficacia cambios ambientales emergentes. 
Además, la obtención de muestras biológicas, como plumas o sangre 
resulta mínimamente invasiva, facilita su uso en programas de moni-
toreo (Tomazelli et al., 2022; Mallory et al., 2010).
	 Las plumas, en particular, se emplean como matrices de evaluación 
a largo plazo debido a su capacidad de bioacumulación de metales pe-
sados y plaguicidas, tanto por deposición externa como por transporte 
sistémico a través del torrente sanguíneo (Solgi et al., 2020; Souto et al., 
2018). Por otro lado, la sangre permite evaluar biomarcadores de daño 
genético, como la frecuencia de micronúcleos y otras anormalidades 
nucleares en eritrocitos (Tomazelli et al., 2022).
	 Factores como el comportamiento, la dieta y la disponibilidad de ali-
mento influyen notablemente en la exposición a contaminantes y, por 
ende, en las variaciones observadas en la frecuencia de micronúcleos y 
aberraciones nucleares. Está documentado que las aves de niveles trófi-
cos superiores, las aves adultas, así como las especies terrestres insectí-
voras —en comparación con las acuáticas— tienden a acumular mayor 
concentración de metales, lo que se traduce en incremento del proceso 
de biomagnificación y en mayor frecuencia de alteraciones eritrocitarias 
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(Quirós et al., 2008; Santos et al., 2017; Tomazelli et al., 2022).

Anfibios 
	 Los anfibios son elementos clave tanto en los ecosistemas naturales 
como en los agrícolas; no obstante, su cercanía a actividades antro-
pogénicas —como la agricultura y la ganadería— ha contribuido de 
manera significativa a su marcado descenso poblacional en las últimas 
décadas.”
	 Debido a su alta sensibilidad a los cambios ambientales y a la ex-
posición a contaminantes, se consideran excelentes biomonitores. Esta 
vulnerabilidad se explica por características fisiológicas particulares, 
como su piel húmeda y altamente permeable, su escasa movilidad, y su 
ciclo de vida complejo, que incluye fases acuáticas y terrestres.
	 En este contexto, los eritrocitos de los anfibios constituyen un tejido 
diana ideal para detectar daño genético a través del ensayo de micronú-
cleos. Estas células, grandes y nucleadas, se dividen directamente en la 
circulación, lo que permite detectar con precisión la exposición a agen-
tes genotóxicos. Diversos estudios evaluaron la sensibilidad de difer-
entes especies y fases del desarrollo, incluidos periodos como la muda, 
mostrando consistentemente alta susceptibilidad a genotóxicos.
	 Particularmente, las fases larvarias son utilizadas de forma exten-
siva para probar las propiedades genotóxicas de diversas sustancias 
químicas. En la década de 1980, Jaylet y colaboradores desarrollaron 
un modelo basado en eritrocitos de sangre periférica de larvas de tritón 
(Pleurodeles waltl), al observar que eran más sensibles que los ejem-
plares adultos. Esta metodología, posteriormente conocida como la 
“prueba de Jaylet”, ha sido aplicada a numerosas especies, incluyendo 
renacuajos de Xenopus laevis y Ambystoma mexicanum, así como en 
Rana temporaria, adultos de Lithobates catesbeianus, Fejervarya limno-
charis y Pelophylax ridibundus, entre otras. Zamora-Pérez et al., (2004), 
demostraron la utilidad de la piel desprendida como tejido de análisis 
al determinar la frecuencia de células micronucleadas en ambistomas 
expuestas a ciclofosfamida y colchicina. Por otro lado, Udroiu (2008), 
describió la presencia de micronúcleos en diversos tejidos de Triturus 
carnifex, incluidos eritrocitos adultos, branquias larvarias y piel de-
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sprendida, en ejemplares recolectados de estanques con altas concen-
traciones de radón.
	 Estos hallazgos confirman la versatilidad y sensibilidad de los anfi-
bios como modelos experimentales en estudios de genotoxicidad am-
biental, particularmente en fases juveniles, donde las respuestas celula-
res a los agentes químicos son más evidentes.

Peces 
	 Las masas de agua dulce y marina reciben gran carga de contami-
nantes químicos de origen antropogénico. Ante esta problemática, los 
ensayos ecotoxicológicos están consolidados como herramientas útiles 
para evaluar el potencial genotóxico acumulativo de estos agentes. En 
este contexto, los peces son un modelo de interés, ya que responden a 
agentes tóxicos de manera similar a los vertebrados superiores, y per-
miten inferir riesgos potenciales para la salud humana (Udroiu, 2006b).
	 En muchas especies de peces, el análisis citogenético tradicional me-
diante metafases o intercambio de cromátidas hermanas se ve limita-
do por la abundancia de cromosomas pequeños y por la baja actividad 
mitótica. Como alternativa, el ensayo de micronúcleos está posicionado 
como una técnica eficaz y versátil, aplicable independientemente del 
cariotipo, tanto en estudios de laboratorio como en condiciones de cam-
po para evaluar la actividad genotóxica de sustancias y mezclas ambi-
entales complejas.
	 Para optimizar la aplicación de esta técnica, se ha ensayado en diver-
sos tipos de tejidos, como branquias, aletas, células renales, hepáticas y 
eritrocitos periféricos. El epitelio branquial, por ejemplo, es altamente 
sensible a los efectos genotóxicos inducidos por contaminantes trans-
portados por el agua. Sin embargo, su uso implica el sacrificio del or-
ganismo y requiere protocolos complejos para el aislamiento celular. 
Las células de las aletas, que están en contacto directo con el entorno, 
pueden obtenerse mediante un pequeño corte, cultivarse, inducirse a 
mitosis y analizarse posteriormente, aunque este enfoque también re-
quiere de más recrusos; ademas que conlleva cierta complejidad técnica 
para su realización.
	 Por su parte, los hepatocitos son un tejido diana adecuado para la 
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evaluación de sustancias químicas que requieren de biotransformación, 
ya que el metabolismo hepático de los peces es comparable al de los 
mamíferos. No obstante, esta alternativa también es invasiva y presenta 
baja tasa mitótica.
	 Los eritrocitos de sangre periférica, al ser nucleados, son las células 
más comúnmente utilizadas para el ensayo de micronúcleos y anorma-
lidades nucleares en peces. Sus ventajas incluyen la sencillez de los pro-
cedimientos metodológicos y la posibilidad de evitar el sacrificio del 
animal, especialmente en especies de mayor tamaño. Además, es con-
veniente analizar la frecuencia de micronúcleos en eritrocitos nucleados 
provenientes de la cabeza del riñón, órgano que en peces funciona como 
principal sitio hematopoyético, análogo a la médula ósea en mamíferos. 
Los eritrocitos formados en estos órganos reflejan eventos genotóxicos 
ocurridos durante el ciclo celular, mientras que aquellos presentes en la 
circulación periférica informan sobre exposiciones ocurridas a lo largo 
de la vida útil del eritrocito.
	 En este sentido, las frecuencias de eritrocitos policromáticos micro-
nucleados en sangre periférica ofrecen información comparable a la 
obtenida a partir de la cabeza del riñón. Por otro lado, la frecuencia 
de eritrocitos normocromáticos micronucleados permite inferir even-
tos ocurridos durante todo el ciclo de vida de estas células, el cual es 
considerablemente más largo en peces que en mamíferos: se estima en 
aproximadamente 105 días para Oncorhynchus mykiss (trucha arcoíris) 
y hasta 310 días en Cyprinus carpio (carpa espejo) (Udroiu, 2006b).
	 Dada esta longevidad eritrocitaria, la prueba de micronúcleos en 
sangre periférica resulta especialmente útil en estudios de exposición 
crónica in situ, tanto en especies marinas como de agua dulce, particu-
larmente si la especie en cuestión no presenta eritrocitos policromáticos 
en circulación.
	 La técnica fue desarrollada originalmente en Umbra pygmaea y pos-
teriormente validada en diversas especies expuestas a múltiples agen-
tes genotóxicos. Diversos estudios encontraron correlaciones entre la 
frecuencia de micronúcleos y otras alteraciones nucleares, como yemas 
nucleares, núcleos lobulados y muescas, las cuales se asocian principal-
mente con efectos citotóxicos y deben registrarse por separado.
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	 Cabe señalar que la frecuencia basal de EMN varía considerable-
mente entre especies, con valores reportados que oscilan entre 0 y 13 por 
cada 1,000 células, aunque la mayoría de los estudios informan rangos 
entre 0 y 1 (Udroiu, 2006b; Bolognesi y Hayashi, 2011). Esta variabili-
dad puede atribuirse a factores intra e interespecíficos, tales como edad, 
tamaño, sexo, eficiencia esplénica, dieta, metabolismo, capacidad de 
reparación del ADN, tasa proliferativa del tejido analizados, así como 
a las condiciones ambientales y del tratamiento experimental. Incluso 
dentro de la misma especie, hay diferencias de hasta uno o dos órdenes 
de magnitud.
Selección de biomonitores genotoxicológicos: criterios morfológicos 
y citogenéticos
	 La selección de un modelo experimental para la prueba de micronú-
cleos requiere considerar características fisiológicas, citogenéticas e his-
tológicas. El organismo debe ser de tamaño adecuado, fácil de mantener 
en condiciones controladas y no estar en peligro de extinción, todo esto 
asegura la viabilidad del estudio (Zúñiga et al., 1996b; Udroiu, 2006a).
	 Desde el enfoque citogenético, se recomienda que la especie posea 
pocos cromosomas y de gran tamaño, esto facilita su análisis y minimi-
za errores en la evaluación del daño nuclear. Además, la arquitectura 
histológica del bazo, en particular la morfología de la pulpa roja; los ba-
zos con pulpa roja no sinusal son ineficaces en la eliminación de EMN o 
inclusiones, lo que favorece su detección. En ausencia de datos histoló-
gicos, esta condición puede inferirse si se observan ≥3 eritrocitos micro-
nucleados por cada 10,000 eritrocitos totales, incluso policromáticos y 
normocromáticos (Udroiu, 2006a; Zúñiga et al., 1996; Zúñiga-González 
et al., 2000, 2001).
	 El tejido seleccionado debe contener células en división activa, lo que 
favorece la detección de alteraciones nucleares inducidas por agentes 
genotóxicos. Asimismo, se requiere alta densidad celular para garan-
tizar la cuantificación estadísticamente robusta. Morfológicamente, las 
células deben tener relación núcleo-citoplasma amplia y núcleos de 
contorno regular, sin lóbulos ni extensiones, para evitar falsas identifi-
caciones de micronúcleos y asegurar la precisión del análisis (Zúñiga et 
al., 1996b; Zúñiga-González et al., 2000, 2001).
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CAPÍTULO III
CITOTOXICIDAD Y GENOTIXICIDAD EN LINFOCITOS

Panorama general del ensayo de micronúcleos con bloqueo de citoci-
nesis (CBMN) en linfocitos humanos 
	 El ensayo de micronúcleos con bloqueo de citocinesis (CBMN) ― por 
sus siglas en inglés) ― es una técnica in vitro basada en el cultivo ex vivo 
de linfocitos periféricos. Su enfoque integral permite evaluar múltiples 
biomarcadores de citotoxicidad y genotoxicidad, lo que la hace útil en 
estudios experimentales, ambientales y de biomonitoreo poblacional 
para detectar efectos citogenotóxicos de agentes físicos, químicos o bio-
lógicos (Fenech, et al., 2003a, 2003b; Sommer et al., 2020).
	 La metodología del ensayo de micronúcleos se origina en las observa-
ciones de Howell (1890) y Jolly (1907), quienes describieron fragmentos 
de cromatina fuera del núcleo principal (Howell, 1890; Jolly, 1907; Sears 
y Udden, 2012). Durante el siglo XX, estudios en células de cebolla, haba 
y trigo aportaron al entendimiento de su formación y significado bioló-
gico (Levan, 1938). Más tarde, Fiskesjö, propuso el modelo Allium cepa 
como estándar para ensayos citogenotóxicos en vegetales, ampliando 
su aplicación a múltiples especies y tejidos vegetales, animales y huma-
nos (Fiskesjö et al., 1985).
	 En paralelo al desarrollo del ensayo en células vegetales, se estab-
lecieron protocolos en pequeños mamíferos, aplicados tanto en médula 
ósea (Schmid, 1975; Morita et al., 2011) como en eritrocitos de sangre 
periférica (Hayashi, 1992; Hayashi et al., 1994, 2007; Krishna y Hayashi, 
2000; Sato et al., 1995; Tolbert et al., 1992). Y la adaptación en linfocitos 
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humanos, no fue la excepción, aunque inicialmente se aplicó en células, 
pero fue difícil detectar las alteraciones nucleares y se sobrestimaba la 
no proliferación celular (Countryman y Heddle, 1977).
	 Al descubrir que la citocalasina inhibe la actina durante la citocinesis 
en telofase, se propuso su uso para bloquear este proceso (Hoehn et 
al., 1973; Himes et al., 1976). El bloqueo genera células mono-, bi-, tri- o 
tetranucleadas, según la fase del ciclo celular al inicio del cultivo. Esta 
estrategia resolvió la sobreestimación de la no proliferación y permitió 
detectar otras anomalías como brotes nucleares (buds) y puentes de cro-
matina (Fenech y Morley, 1985, 1986).
	 El principio teórico-metodológico del CBMN en linfocitos periféri-
cos consiste en interrumpir la citocinesis antes de completar la división 
celular. La citocalasina inhibe la actina, permitiendo la formación de 
células binucleadas en las que pueden identificarse anomalías nuclea-
res asociadas a genotoxicidad. El bloqueo se aplica a las 44 horas del 
cultivo, asegurando que las células interfásicas hayan completado una 
sola división, lo que facilita la detección de eventos genotóxicos previos 
(Fenech et al., 2003a; 2003b; Kirsch-Volders et al., 2006).
	 Este capítulo describe los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxi-
cidad evaluables mediante el ensayo CBMN. Los primeros incluyen la 
proliferación celular ex vivo, necrosis y apoptosis. En cuanto a la geno-
toxicidad, se analizan micronúcleos (MNi) y brotes nucleares (NBud) 
en células mononucleadas, así como micronúcleos, brotes nucleares y 
puentes nucleoplásmicos (NPB) en binucleadas, todos son indicadores 
de inestabilidad genómica (Fenech, 2020).

Biomarcadores de proliferación celular y citotoxicidad en el CBMN
	 El ensayo CBMN permite identificar anomalías celulares asociadas a 
inestabilidad cromosómica (Fenech, 2020). La genotoxicidad se detecta 
mediante estructuras indicativas de daño al ADN, observables al mi-
croscopio tras el análisis de al menos 1000 células binucleadas y mono-
nucleadas viables (Cheong et al., 2013; Lindberg et al., 2007). Además, de 
revelar los distintos desenlaces de la división celular (Fig. 8); el CBMN 
permite evaluar la proliferación y muerte celular, tanto en estudios de 
biomonitoreo como en ensayos toxicológicos controlados (Fenech et al., 
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1999b; Kirsch-Volders y Fenech, 2001). 
	 La proliferación celular se estima con base en el conteo de células 
mononucleadas (mono)-, bi (BN)-, tri (TriN) - y tetranucleadas (TetraN) 
en total de 500 células observadas al microscopio óptico (100X). Estos 
datos permiten calcular el índice mitótico (IM), también conocido como 
índice de duplicación celular (NDI por sus siglas en inglés), expresado 
como sigue:

Figura 8. Campo representativo del ensayo CBMN en linfocitos, con distintas mor-
fologías celulares: a) interfásica normal; b) mononucleada con micronúcleo; c) brote 
nuclear (NBud); d) interfásica temprana tras estimulación; e) binucleada normal; f) 
micronúcleo; g) puente nucleoplásmico (NPB); h) con NPB y micronúcleo; i) puente, 
gema y micronúcleo;  j) necrosis; k) apoptosis; l) trinucleada y m) tetranucleada. Fuen-
te: elaboración Dra. Evarista Arellano-García, con la ayuda de Biorender®.

	 (#MONO) + 2(#bn) + 3 (#TriN) + 4 (#TEtraN)
NDI =  	
			   500 células
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Muerte celular y citostasis
	 Aunque el NDI es útil para estimar la proliferación celular, Kirsch-
Volders y Fenech (2001), destacaron la necesidad de incorporar indi-
cadores adicionales para la interpretación más completa del ensayo 
CBMN. En particular; subrayaron que el análisis de citotoxicidad requi-
ere cuantificar células en necrosis y apoptosis (Fig. 9), ya que estos even-
tos reflejan respuestas clave ante el daño inducido por agentes tóxicos.
	 La citotoxicidad implica alteraciones en procesos esenciales del ciclo 
celular, como la velocidad de reproducción, la tasa de proliferación, la 
viabilidad y el tipo de muerte celular. En el caso de apoptosis, la cual es 
caracterizada por mecanismos ordenados y no inflamatorios, o no pro-
gramada (necrosis), es asociada a daño severo, desorganización celular 
e inflamación tisular. Estos procesos pueden verse afectados por agen-
tes físicos, químicos o biológicos con capacidad citotóxica, comprome-
tiendo la homeostasis y funcionalidad celular. El análisis de apoptosis 
y necrosis en el ensayo CBMN permite estimar la pérdida de viabilidad 
celular y evaluar el potencial tóxico integral de una sustancia, lo cual 
ofrece una herramienta más robusta para estudiar riesgos genotóxicos 
y citotóxicos.
	 Agentes físicos, químicos, biológicos y estresores ―como hipoxia, es-
trés oxidativo o inflamación crónica― pueden activar rutas moleculares 
que involucran genes supresores tumorales como TP53, RB1 y ATM. 
Estos genes, guardianes del genoma, regulan el destino celular según la 
fase del ciclo, la naturaleza y la severidad del daño. Su activación puede 
inducir respuestas adaptativas o terminales: (1) tolerancia transitoria al 
daño del ADN para mantener la replicación; (2) incorporación de se-
cuencias anómalas como estrategia de supervivencia; (3) detención del 
ciclo celular en G1/S o G2/M para facilitar la reparación; y (4) muerte 
celular por apoptosis (programada) o necrosis (no controlada).
	 En el ensayo CBMN, sustancias citotóxicas o estresores que no da-
ñan directamente el ADN —como aquellos que afectan el citoesqueleto, 
las membranas o la señalización mitótica— pueden inducir respuestas 
adversas. Estas incluyen la activación de rutas apoptóticas intrínsecas 
(mitocondriales) o extrínsecas (mediadas por receptores de muerte), así 
como necrosis por daño irreversible. Además, la alteración de la segre-
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gación cromosómica puede generar aneuploidía, puentes nucleoplás-
micos o micronúcleos.
	 Estas múltiples respuestas celulares frente a agentes ambientales tó-
xicos tienen el potencial de modificar sustancialmente la proporción de 
células en fase mitótica durante el cultivo, afectando directamente la 
frecuencia de células sanas, dañadas o en proceso de muerte celular. 
Su análisis mediante el ensayo CBMN ofrece una visión integrada del 
impacto citotóxico y genotóxico de los compuestos evaluados (Fenech 
et al., 1999a; Kirsch-Volders y Fenech, 2001).

Biomarcadores de genotoxicidad en el ensayo CBMN
	 En el ensayo CBMN, en células binucleadas los biomarcadores de 
daño genético no reparado o mal reparado en distintas fases del ciclo 
celular (genotoxicidad) son los micronúcleos, los brotes nucleares y 

Figura 9. Vías de muerte celular (necrosis/apoptosis) en el CBMN. Fuente: elaboración 
Dra. Evarista Arellano-García, con la ayuda de Biorender®.
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puentes nucleoplásmicos, y en mononucleadas micronúcleos y brotes 
nucleares (Fig. 10). En linfocitos humanos estas anomalías son registra-
das al final del cultivo, cuando las células ya alcanzaron la fase G0 a las 
72 horas (Fenech, 2020).
	 Estas estructuras anómalas reflejan procesos bioquímicos asociados 
con inestabilidad genómica. Los micronúcleos pueden originarse por 
clastogénesis (fragmentación cromosómica) o aneugénesis (pérdida de 
cromosomas), debido a errores en la segregación o reparación del ADN. 
Esto genera aberraciones estructurales, intercambios entre cromátidas y 
fragmentos acéntricos que permanecen en el citoplasma al no integrarse 
al núcleo principal. La formación de micronúcleos puede estar relacio-
nada con la hipometilación del ADN en regiones centro- y pericéntri-
cas, lo que afecta el ensamblaje del cinetocoro y provoca segregación 
cromosómica defectuosa. También contribuyen a este proceso, las mu-
taciones en proteínas del cinetocoro y los microtúbulos. Otros factores 
incluyen alteraciones en el huso mitótico, fallas en los puntos de control 
del ciclo celular —especialmente en mitosis— y amplificación anormal 

Figura 10. Anomalías nucleares en linfocitos micronucleados. a) sin uso de citocalasi-
na; b) uso de citocalasina. 
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de centrosomas, que aumentan el riesgo de errores en la segregación 
cromosómica. También se ha propuesto que cromosomas dicéntricos, 
formados por fusiones telomérica, contribuyen a estos eventos (Fenech 
y Crott, 2002; Fenech et al., 2011, 2016).
	 La formación de micronúcleos en linfocitos cultivados puede expli-
carse por dos procesos principales: 1) la persistencia de cromosomas 
acéntricos o fragmentos rezagados durante la anafase, debido a daño 
en el ADN no reparado o mal reparado y 2) la pérdida de cromosomas 
completos en anafase, asociada a cinco mecanismos moleculares: a) hi-
pometilación de ADN centro- y pericéntrico; b) defectos en proteínas o 
ensamblaje del cinetocoro; c) disfunción del huso mitótico; d) fallas en 
genes del punto de control de anafase y e) estrés replicativo no resuelto 
(Fenech et al., 2011; Russo y Degrassi, 2018).
	 La formación de puentes nucleoplásmicos (NPB) en células con cito-
cinesis bloqueada se asocia a cromosomas dicéntricos, cuyos centrómer-
os son traccionados hacia polos opuestos durante la anafase. Al no com-
pletarse la división citoplasmática, estos cromosomas quedan atrapados 
entre núcleos hijos, rodeados por la membrana nuclear, lo que da lugar 
a un puente anafásico. En condiciones sin bloqueo, estos puentes suelen 
romperse, originando micronúcleos secundarios (Fenech et al., 2011).
	 Los cromosomas dicéntricos contienen dos centrómeros en lugar de 
uno, y se originan principalmente por mecanismos de reparación de rup-
turas cromosómicas o por fusiones de extremos teloméricos, fenómeno 
conocido como fusión telomérica. Este proceso está asociado con la al-
teración en la formación del telosoma, estructura proteica cuya función 
es proteger y estabilizar la región telomérica. La disfunción del teloso-
ma puede ser causada por un acortamiento excesivo de los telómeros, 
por deleciones en sus secuencias o por daño estructural, lo que conduce 
a fusiones cromosómicas anómalas durante la mitosis, dando lugar a 
la formación de cromosomas dicéntricos y, en consecuencia, a puentes 
nucleoplásmicos observables en células binucleadas.
	 Estudios recientes proponen que la formación de puente nucleoplas-
mático) NPB comparte mecanismos moleculares con la génesis de mi-
cronúcleos. En particular, se destaca el papel clave de los telómeros en 
estos eventos, al identificarse al menos cuatro mecanismos implicados: 
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1) reparación incorrecta de roturas de ADN; 2) fusiones de extremos te-
loméricos, asociadas a telómeros excesivamente cortos, disfuncionales 
o ausentes; 3) separación defectuosa de cromátidas hermanas durante 
la anafase, vinculada con errores en los mecanismos de desacoplamien-
to; y 4) estrés replicativo no resuelto, que interfiere con la correcta pro-
gresión del ciclo celular.
	 A partir de los estudios realizados por Shimizu y colaboradores a 
finales del siglo pasado e inicios del presente, se obtuvo evidencia que 
respalda el origen de los NBuds a partir de ADN amplificado, localiza-
do selectivamente en regiones específicas de la periferia del núcleo. Este 
ADN es eliminado mediante la formación de brotes durante la fase S del 
ciclo celular, los cuales eventualmente pueden dar origen a micronú-
cleos (Shimizu et al., 1998, 2000). Sin embargo, a raíz del estudio em-
blemático de Lindberg y colaboradores (2007), se consolidó la hipótesis, 
de que los NBuds están asociados con procesos activos de eliminación 
de material genético desde el núcleo celular. Esto incluye la expulsión 
de ADN amplificado, potencialmente generado por múltiples rondas 
de rupturas cromosómicas, resultado de intentos fallidos de reparación 
y eliminación, así como la remoción de complejos ADN-proteína.
	 Otro mecanismo propuesto para la formación de NBuds es la elimi-
nación de cromosomas excedentes, proceso que puede ocurrir en célu-
las poliploides como estrategia de rescate para corregir estados de aneu-
ploidía. Además, los NBuds pueden originarse a partir de fragmentos 
residuales de un puente nucleoplásmico (NPB) roto entre dos núcleos, 
lo que genera una estructura temporal en forma de brote en uno o am-
bos núcleos (Fenech et al., 2011; Fenech y Crott, 2002; Lindberg et al., 
2007).
	 En conjunto, la presencia de NBuds constituye la manifestación clara 
de alteraciones cromosómicas significativas, que pueden ser detecta-
das mediante el bloqueo de la citocinesis en linfocitos cultivados. En la 
siguiente sección se presentan los principios metodológicos del ensayo 
CBMN, con base en los protocolos más ampliamente utilizados en la 
literatura científica (Bonassi et al., 2001; Fenech, 2007).
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Aspectos técnicos y materiales básicos para el ensayo CBMN 
	 Para implementar el ensayo CBMN, se recomienda contar con una 
campana de flujo laminar. No obstante, en contextos con recursos li-
mitados, es posible emplear una mesa con cubierta de vidrio o acero 
inoxidable, siempre que sea lo suficientemente amplia para trabajar en 
condiciones de esterilidad, utilizando un mechero durante la siembra 
de cultivos y la fase de bloqueo de la citocinesis.
	 Para asegurar la proliferación celular, es indispensable contar con 
una incubadora que mantenga la temperatura constante a 37 °C. En su 
ausencia, puede improvisarse una cámara térmica utilizando una caja 
de metal, madera o vidrio, aislada con espuma, fibra de vidrio o carto-
nes de huevo vacíos, e iluminada con focos de bajo voltaje (20–30 W) 
para alcanzar la temperatura requerida. Es imprescindible disponer de 
una centrífuga para los procesos de lavado celular, así como un refrige-
rador para conserva los reactivos sensibles.
	 Uno de los reactivos esenciales se encuentra el medio de cultivo 
RPMI-1640. Si se desea reducir costos, se puede preparar a partir del 
concentrado en polvo SIGMA R-4130, añadiendo bicarbonato de sodio. 
Sin embargo, cuando se trabaja con pocas muestras (20–50), resulta más 
práctico utilizar el medio listo para usar SIGMA R-5886. Este debe com-
plementarse con aminoácidos no esenciales (SIGMA M-7145) y L-gluta-
mina (SIGMA G-6392).
	 Para estimular la proliferación linfocitaria, se requiere fitohemagluti-
nina-M (PHA-M). Puede utilizarse la versión líquida de GIBCO (10576-
015) o la presentación liofilizada de SIGMA (L-8902), ambas aptas para 
cultivos celulares. La reconstitución puede hacerse con agua estéril o 
medio de cultivo.
	 El bloqueo de la citocinesis se logra mediante citocalasina B (SIGMA 
C-6762), un reactivo que debe conservarse a -4 °C. Esta se suministra 
en forma de polvo liofilizado y puede disolverse en dimetilsulfóxido 
(DMSO) o directamente en medio de cultivo. Otros reactivos indispen-
sables incluyen metanol y ácido acético, utilizados en proporción 3:1 
para preparar el fijador; en este caso, no es necesario que sean de grado 
analítico. Si al finalizar los lavados celulares, persisten residuos o agre-
gados, estos pueden eliminarse mediante tripsina (SIGMA T-5266). La 
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solución madre (stock) al 0.05 % se prepara con los siguientes compo-
nentes: 0.1 g de tripsina, 1.6 g de NaCl, 0.08 g de KCl, 0.2 g de dextrosa, 
0.116 g de NaHCO3 y 0.04 g de EDTA disódico, todos en calidad de gra-
do reactivo.
	 Para la tinción de las células, se requiere preparar un buffer de fosf-
atos utilizando agua estéril, cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio 
(KCl) y carbonato de sodio monobásico (NaHCO₃, Baker 3506-20). En 
caso de contar con mayor presupuesto, se recomienda utilizar el siste-
ma de coloración rápida Hemacolor (Fisher Scientific 65044/93), que 
incluye eosina, azul de metileno y un fijador a base de metanol y ácido 
acético (3:1).
	 Antes de iniciar el cultivo, es importante verificar la disponibilidad 
de materiales y consumibles: tubos Vacutainer con heparina sódica 
(tapa verde, 6 mL), jeringas de 5 mL, agujas y demás insumos necesa-
rios para la extracción de sangre venosa. Para el proceso de siembra, 
se requieren micropipetas de rangos 0–200 µL, 100–1000 µL y 1–5 mL, 
con sus respectivas puntas estériles y cajas de esterilización. También se 
necesitan tubos cónicos de 15 mL para cultivo celular, tubos para cen-
trífuga de fondo redondo (15 mL), pipetas Pasteur, portaobjetos, aceite 
de inmersión y un microscopio óptico con objetivo de inmersión de 
100X.

Procedimiento experimental del CBMN: etapas, evaluación y 
aplicaciones
	 Extracción de sangre: Para la implementación del ensayo CBMN, se 
requiere por tubo por individuo 1 mL sangre venosa completa, ideal-
mente fresca. Se recomienda que la persona donadora esté en ayuno de 
al menos seis horas. En caso de realizarse una curva dosis-respuesta, se 
debe calcular la cantidad total de sangre considerando 0.5 mL por cada 
tubo de cultivo que se necesite. Si se planea utilizar la muestra también 
para otros análisis (por ejemplo, determinación de metales, biometría 
hemática u otras pruebas clínicas), es importante ajustar el volumen to-
tal requerido en función del número de ensayos previstos.
	 Antes de la extracción, la jeringa debe heparinizarse con heparina 
sódica (1000 U), recubriendo homogéneamente las paredes del cilin-
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dro para prevenir la coagulación. Alternativamente, pueden emplearse 
tubos Vacutainer® previamente heparinizados (tapa verde). Es fun-
damental evitar el uso de anticoagulantes como el EDTA (presente en 
tubos de tapa lila), ya que este altera la integridad de las membranas 
celulares, comprometiendo la viabilidad del ensayo de micronúcleos.
	 La sangre debe mantenerse a temperatura ambiente y utilizarse pref-
erentemente en las primeras horas tras la recolección; sin embargo, 
puede conservarse hasta máximo de 24 horas. Si es necesario su trasla-
do, se debe evitar el contacto directo con hielo. Se recomienda transpor-
tarla en hielera protegidas con paquetes fríos o colchoncillos térmicos y 
papel periódico, y asegurando la estabilidad de los tubos en una gradil-
la. 
	 Debe considerarse que, en mujeres, el ciclo menstrual puede afectar 
la tasa de proliferación linfocitaria. Durante el periodo menstrual, la 
actividad proliferativa puede disminuir, lo que podría generar resul-
tados confusos o falsamente negativos. Por ello, cuando sea posible, se 
recomienda priorizar muestras de donadores varones para garantizar 
mayor estabilidad en los cultivos.

	 Siembra del cultivo: Para iniciar el cultivo, se requieren tubos cónicos 
estériles de plástico con tapa rosca tipo Falcon®. La mezcla de cultivo 
por tubo debe tener el volumen total de 7.0 mL, compuesto por 6.3 mL 
de medio de cultivo suplementado, 0.2 mL de fitohemaglutinina (PHA) 
y 0.5 mL de sangre entera.
	 En caso de que no se disponga de medio ya suplementado, este 
puede prepararse añadiendo 1 % de L-glutamina y 1 % de aminoácidos 
no esenciales al medio RPMI-1640. Antes de realizar la suplementación, 
se recomienda calentar tanto el medio como los suplementos en baño 
maría a 37 °C para facilitar su homogeneización.
	 Una vez suplementado el medio, se preparan los tubos de cultivo 
de acuerdo con el número de muestras sanguíneas disponibles, procu-
rando ajustar las cantidades para evitar desperdicio de reactivos. Cada 
tubo se prepara con las proporciones indicadas: 6.3 mL de medio suple-
mentado, 0.2 mL de fitohemaglutinina y 0.5 mL de sangre entera, (Fig. 
11).
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	 Bloqueo de la citocinesis: A las 44 horas de iniciado el cultivo, una 
vez completada la división nuclear de los linfocitos, se bloquea la cito-
cinesis para conservar los núcleos en un mismo citoplasma. Para ello, 
se añade citocalasina B a concentración de 3 µL/mL. Dado que cada 
tubo contiene 7 mL, se agregan 21 µL por tubo, mezclando suavemente 
para asegurar una distribución homogénea. La citocalasina B inhibe la 
polimerización de actina, impidiendo la división citoplasmática, debido 
a su toxicidad, debe manipularse con precaución. Tras la adición, los 
tubos se incuban 28 horas a 37 °C.  
	 Cosecha celular. La cosecha celular consiste en fijar las células y elim-
inar restos citoplasmáticos y organelos mediante una solución fría de 
metanol: ácido acético glacial (3:1). Se recomienda preparar al menos 

Figura 11. Procedimiento para el ensayo CBMN en linfocitos humanos. La sangre se 
cultiva con medio RPMI-1640 suplementado, fitohemaglutinina y se incuba 44 h a 
37 °C. Luego se añade citocalasina B y se continúa la incubación por 28 h. Las células 
se centrifugan, fijan con metanol:ácido acético (3:1) y se lavan de 3 a 5 veces. Final-
mente, se preparan los frotis, se tiñen con eosina y azul de metileno, y se realiza el 
conteo al microscopio con el objetivo de 100X. Fuente: elaboración Dra. Evarista Arel-
lano-García, con la ayuda de Biorender®.
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400 mL de fijador (300 mL de metanol + 100 mL de ácido acético), co-
locarlo en congelación durante una hora y mantenerlo sobre hielo du-
rante su uso. Los portaobjetos deben mantenerse refrigerados en agua 
destilada para favorecer la adherencia celular durante el montaje. 
	 Los cultivos se retiran de la incubadora, se colocan dentro de la cam-
pana de flujo laminar, y se resuspenden suavemente con una pipeta au-
tomática de 1 mL. Luego, se añaden 1 mL de fijador frío por las paredes 
del tubo, evitando agitación brusca. Se transfiere el contenido a tubos 
de centrífuga de fondo redondo previamente rotulados. Este paso no 
requiere condiciones estériles.
	 Los tubos se centrifugan 10 minutos a 1200 rpm (prefijación). Pos-
teriormente, se elimina el sobrenadante, dejando aproximadamente 
2 mL. Se resuspenden las células con fijador fresco, y se repite el lavado 
por centrifugación entre 3 y 4 veces más. En el último lavado, se deja un 
pequeño volumen de fijador. Si la muestra aún se ve turbia, se puede 
utilizar tripsina (0.0012 %) para remover proteínas residuales. Para ello, 
se resuspende suavemente el botón celular con 1 mL de tripsina, se mez-
cla cuidadosamente, y se detiene la reacción añadiendo rápidamente 
fijador. Se realiza una última centrifugación a 1200 rpm por 10 minutos, 
se retira el sobrenadante y se deja el botón celular (Fenech, 2007).

Preparación de laminillas y tinción
	 Con una pipeta Pasteur, se resuspende el botón celular y se aplica el 
contenido sobre un portaobjetos rotulado y frío. La preparación con-
siste en extender uniformemente las células sobre la superficie del por-
taobjetos. Las laminillas se colocan en posición horizontal durante 30 
minutos para favorecer la adhesión celular, y luego se dejan escurrir en 
posición inclinada sobre papel absorbente por al menos 24 horas, hasta 
secarse completamente.
	 Para la tinción, se utilizan tres vasos de precipitado: uno con eosina, 
otro con azul de metileno y otro con agua fría. Cada laminilla se sum-
erge 20 segundos en eosina, se escurre verticalmente sobre una toalla 
absorbente, y se transfiere de inmediato al azul de metileno por otros 20 
segundos. Finalmente, se enjuaga suavemente con agua fría y se deja se-
car al ambiente. Las laminillas están entonces listas para su observación 
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al microscopio óptico.

Observación de las laminillas 
	 La observación se realiza con un microscopio óptico compuesto. Se 
inicia con el objetivo de 20X para enfocar y localizar la muestra, y luego 
se aplica aceite de inmersión para emplear el objetivo de 100X, con el 
que se realiza el análisis detallado.
	 Los principales registros incluyen el conteo de células mono-, bi-, tri- 
y multinucleadas, con el fin de calcular el índice de duplicación celular 
(NDI), evaluando al menos 500 células viables. Además, se cuantifican 
células en necrosis y apoptosis como indicadores de citotoxicidad.
	 Para la evaluación de genotoxicidad, se identifican células mononu-
cleadas con MNi y NBuds, los cuales reflejan daño al ADN que ocur-
rió antes del cultivo, en médula ósea. También se analizan al menos 
1,000 células binucleadas para registrar la frecuencia de MNi, NBuds 
y NPB, así como la presencia simultánea de dos o más anomalías nu-
cleares en una misma célula. Estos datos permiten estimar el grado de 
inestabilidad genómica inducido por la exposición a agentes citotóxicos 
o genotóxicos (Fig. 12).
	 Los criterios de conteo fueron establecidos por Fenech y colabora-
dores, quienes desarrollaron una guía fotográfica detallada que docu-
menta con precisión las anomalías citológicas observables en linfocitos 
mediante microscopía óptica con objetivo de inmersión de 100X (Bonas-
si et al., 2001; Fenech et al., 2003a; 2003b).
	 Según los protocolos del ensayo de micronúcleos con bloqueo de la 
citocinesis (Fenech, 2007; Kirsch-Volders et al., 2018), los valores de ref-
erencia de los biomarcadores varían en función de diversos factores, 
como las condiciones del cultivo, el tipo y grado de exposición a agentes 
genotóxicos o citotóxicos, el potencial micronucleogénico del compues-
to, la composición del medio y las características del donante (edad, 
sexo y antecedentes genéticos).
	 En linfocitos humanos cultivados en condiciones óptimas, los rangos 
de referencia para biomarcadores de citotoxicidad son: 30–60 % de cé-
lulas binucleadas, índice de duplicación nuclear (NDI) entre 1.3 y 2.3, 
necrosis entre 0–9 %, y apoptosis entre 0–7 %. Para biomarcadores de 
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genotoxicidad, se esperan 0–30 micronúcleos, 0–10 puente nucleoplás-
mico (NPB) y 0–5brote nuclear (NBuds) por cada 1000 células binuclea-
das (Fenech, 2007; Thomas et al., 2009).

 Aplicaciones del ensayo citogenético para la detección de CBMN
	 A casi cuatro décadas de su desarrollo, la técnica del ensayo de CBMN 
continúa vigente y ampliamente utilizada en numerosos campos de la 
investigación biomédica, ambiental y toxicológica. Esta metodología 
está consolidada como una herramienta confiable para estudios de bio-
monitoreo en poblaciones expuestas a agentes genotóxicos, tanto en en-
tornos ambientales como laborales. Particularmente, ha sido empleada 
para evaluar la exposición a plaguicidas en trabajadores agrícolas y co-

Figura 12. Linfocitos humanos analizados mediante el ensayo de micronúcleos con 
bloqueo de la citocinesis (CBMN). a–b) células mononucleadas; c) binucleada; d) tri-
nucleada; e) tetranuclead;, f) mononucleada con micronúcleo (MNi); g–h) mononu-
cleadas con brote nuclear (NBud); i) célula en necrosis; j) célula en apoptosis; k–l) 
binucleadas con micronúcleo; m) binucleada con puente nucleoplásmico (NPB); n) 
binucleada con NBud; o) binucleada con micronúcleo y NBud. Observadas con mi-
croscopio compuesto Carl Zeiss, objetivo de inmersión 100X. Tinción con eosina y azul 
de metileno Cortesía del Dr.  Balam Ruiz Ruiz y del Dr. Francisco Casillas.
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munidades aledañas (Arellano-García et al., 2012; Bolognesi y Holland, 
2016; Montaño-Soto et al., 2014; Ruiz-Ruiz et al., 2023).
	 Asimismo, existe amplia evidencia científica que respalda el uso 
del ensayo CBMN en el monitoreo de enfermedades crónico-degener-
ativas, particularmente en diversos tipos de cáncer (Arbogast y Gros, 
2018; Kirsch-Volders et al., 2006), así como en estudios que analizan 
los efectos genotóxicos asociados al estilo de vida, incluyendo la dieta, 
la actividad física y el uso de suplementos nutricionales (Fenech, 2001; 
Fenech y Bonassi, 2011; Umegaki et al., 1998).
	 La técnica también se aplica de forma consistente en la evaluación 
de fármacos y agentes genotóxicos reconocidos, como la radiación 
ionizante y diversos compuestos químicos de uso médico e industrial 
(Fenech y Morley, 1986; Kim et al., 1997, 2003; Ostrosky-Wegman et al., 
1991; Surrallés et al., 1995; Vijaya et al., 2014). En años recientes, el en-
sayo CBMN ha cobrado relevancia como un método sensible para el es-
tudio de la citogenotoxicidad inducida por nanomateriales, incluyendo 
nanopartículas metálicas y poliméricas (Ruiz-Ruiz et al., 2020; Todoro-
va et al., 2020; Vergallo et al., 2014; Zhornik et al., 2014).
	 Incluso esta técnica también se aplica exitosamente en otros vertebra-
dos como bovinos, caprinos, perros, roedores y cerdos; la variabilidad 
entre especies refleja diferencias fisiológicas, metabólicas y experimen-
tales, relevantes para la selección de modelos bioindicadores en estu-
dios de citogenotoxicidad. Estos modelos animales ofrecen un campo 
amplio de aplicación tanto en biomonitoreo ambiental como en estu-
dios farmacológicos y toxicológicos experimentales, lo que amplía el 
espectro de acción del CBMN en diversos contextos científicos (Figura 
13).
	 El conocimiento de los niveles basales de micronúcleos (MNi) en dis-
tintas especies animales resulta esencial para la correcta interpretación 
de estudios de citogenotoxicidad, ya que permite establecer umbrales 
de referencia frente a los cuales comparar la respuesta a distintos agen-
tes tóxicos. Como se observa en la figura 13, existe variabilidad signif-
icativa entre especies, atribuible a factores fisiológicos, metabólicos, 
edad, sexo, estado inmunológico y condiciones específicas del cultivo 
celular. Estas diferencias deben ser consideradas al seleccionar modelos 
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animales para estudios experimentales o biomonitoreos, ya que una 
línea base elevada podría enmascarar efectos leves, mientras que un 
nivel basal bajo permitiría una detección más sensible de alteraciones 
inducidas por exposición. Por ello, describir los valores de referencia 
por especie, bajo condiciones controladas, representa un paso crucial en 
la estandarización y validez de los resultados obtenidos con el ensayo 
CBMN.
	 Entonces, el ensayo de CBMN en una herramienta estratégica en la 
evaluación de riesgos asociados con la exposición a agentes genotóxicos 
en ambientes agrícolas, clínicos y alimentarios. Su capacidad para detec-
tar daño genético en células somáticas lo convierte en un método sensi-

Figura 13. Frecuencia basal de micronúcleos (MNi) en células binucleadas de dis-
tintas especies animales, evaluada mediante el ensayo CBMN. Los valores se expre-
san como promedio ± desviación estándar (Danica et al., 2007; Dönmez-Altuntas et 
al.,2006; Backer et al.,2000; Catena et al.,1994; Lee et al.,2005; Melchior et al.,2018; 
Kim,et al.,1997; Drážovská et al., 2016; Ferré et al.,2020; Anchidorky et al.,2019 Scarfi 
et al., 1993; Pittol et al., 2018; Mamoulakis et al.,2019). Fuente: elaboración Dra. Eva-
rista Arellano-García.
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ble y de amplio alcance para monitorear la presencia de contaminantes 
en alimentos, agua, aire o medicamentos de uso veterinario. Al esta-
blecer niveles basales de referencia por especie, el ensayo puede apli-
carse de manera robusta en la vigilancia sanitaria, con el fin de asegurar 
la inocuidad de productos de origen animal, evaluar las condiciones 
de exposición ocupacional en trabajadores del sector agroalimentario y 
fomentar estrategias integradas en salud humana y animal dentro del 
enfoque de Una Salud (One Health).

Potencial del ensayo CBMN en humanos y animales: Reflexión final
	 El ensayo de micronúcleos en linfocitos de sangre periférica es una 
metodología altamente estandarizada, eficaz y de uso extendido para 
evaluar la inestabilidad genómica y la citotoxicidad en múltiples con-
textos. Al igual que otros ensayos de micronúcleos, presenta ventajas 
relevantes: es relativamente rápido, de bajo costo y no requiere de equi-
po sofisticado ni de reactivos difíciles de adquirir. Esta técnica ha de-
mostrado ser aplicable tanto en seres humanos como en diversos mode-
los animales, incluidos perros, bovinos, equinos, caprinos y porcinos.
	 Su versatilidad permite que el límite sea la creatividad del investiga-
dor, al diseñar experimentos para evaluar el potencial citogenotóxico 
de compuestos químicos, mezclas complejas, nanomateriales, fármacos, 
así como distintos agentes físicos o químicos. La principal desventaja 
de esta metodología radica en la necesidad de analizar al microscopio 
gran cantidad de células —al menos mil por muestra— y registrar de-
talladamente diversas anomalías nucleares, lo cual implica una inver-
sión considerable de tiempo y esfuerzo. No obstante, esta exigencia se 
ve compensada por la riqueza interpretativa de los hallazgos, que per-
miten comprender procesos biológicos profundos relacionados con el 
daño y la reparación del ADN, así como con la dinámica proliferativa y 
de muerte celular. Por ello, el CBMN continúa siendo una herramienta 
invaluable en el estudio de la genotoxicidad y la citotoxicidad en salud 
humana, veterinaria y ambiental.
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CAPÍTULO IV

ENSAYO DE MICRONÚCLEOS Y ANORMALIDADES NUCLE-
ARES EN EPITELIO DE LA MUCOSA ORAL

Orígenes y evolución del ensayo en mucosa oral
	 En 1980, Stich y colaboradores desarrollaron un protocolo para el en-
sayo de micronúcleos en células epiteliales exfoliadas de la mucosa oral, 
con el propósito de evaluar la exposición a estresores celulares vincula-
dos con ocupaciones de riesgo y estilos de vida (Stich, 1982). Desde en-
tonces, se ha posicionado como una de las más empleadascomo para la 
detección de daño genético en poblaciones humanas (Fig. 14). Su uso se 
ha ampliado a otras mucosas —nasal, cervical, vesical, esofágica y bron-
quial—, aunque estas variantes, a pesar de compartir objetivos y metod-
ología, aún no han alcanzado el mismo grado de aceptación (Nersesyan 
et al., 2006; Sommer et al., 2020).

Ventajas técnicas y biológicas del modelo oral
	 El incremento en la publicación de estudios que emplean la muco-
sa bucal como modelo se atribuye a sus características técnicas: sensi-
bilidad del 94 %, especificidad del 100 % y precisión del 95 % (Bonassi 
et al., 2011; Benvindo-Souza et al., 2017; Palve et al., 2008). Permite la 
evaluación simultánea de otros biomarcadores toxicológicos, además 
de la frecuencia de células micronucleadas, tambien la de diversas anor-
malidades nucleares. Sin duda, se trata de una técnica con múltiples 
ventajas: resulta relativamente económica, la obtención de muestras es 
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mínimamente invasiva e indolora, el procesamiento y análisis son sen-
cillos, y los resultados pueden obtenerse en plazos relativamente cortos 
(Sommer et al., 2020; Torres-Bugarín et al., 2024).
	 Es factible aplicar la prueba de micronúcleos en cualquier vertebra-
do; sin embargo, aproximadamente el 1% de los estudios descritos se 
centran en diferentes organismos y el resto en poblaciones humanas 
(Benvindo-Souza et al., 2017). De este modo, la aplicación de la prueba 
de micronúcleos y otras anormalidades nucleares en mucosas ya es una 
herramienta básica para evaluar el daño al material genético inducido 
por contaminantes ambientales, metales pesados u otros agentes geno-
tóxicos. En este sentido, su utilidad está documentada ampliamente en 
contextos de vigilancia en poblaciones con alto riesgo por exposición 
ocupacional, biomonitoreo de carcinógenos ambientales o terapéuti-
cos (como fármacos antineoplásicos o vacunas), así como en estudios 
de pronóstico terapéutico, evaluación del estrés nutricional, estilos de 
vida, práctica deportiva, consumo de sustancias psicoactivas, estados 
patológicos y también en individuos sanos, en los que se exploró su aso-
ciación con riesgo de cáncer, enfermedades cardiovasculares, trastornos 
neurodegenerativos o procesos de envejecimiento, entre otros.
	 Esta técnica cobra relevancia especial en el contexto actual, donde 
se reconoce el valor de los biomarcadores como herramientas eficaces 
para monitorear poblaciones y detectar tempranamente a individuos 
con mayor susceptibilidad al cáncer. Esto es especialmente importante 
si se considera que más del 90 % de los cánceres humanos son de origen 
epitelial (Cairns et al., 1975; Sommer et al., 2020). En este sentido, la 
frecuencia de micronúcleos y de otras anormalidades nucleares puede 
interpretarse como un “dosímetro interno”, útil para estimar el daño 
cromosómico, identificar inestabilidad genómica, evaluar genotoxici-
dad y citotoxicidad, así como procesos de proliferación y muerte celular 
(Benvindo-Souza et al., 2017).
	 La cavidad oral representa una zona particularmente vulnerable a 
múltiples agentes exógenos, ya sea por contacto directo, inhalación o 
ingestión. Con frecuencia, su mucosa refleja alteraciones indicativas 
del estado de salud, al evidenciar condiciones sistémicas, deficiencias 
nutricionales, efectos adversos de fármacos e incluso manifestaciones 
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asociadas al consumo de sustancias psicoactivas, muchas de las cuales 
constituyen problemas relevantes de salud pública. 
	 El epitelio de la mucosa oral es de origen ectodérmico, está compues-
to por queratinocitos planos no queratinizados dispuestos en capas. Su 
función como barrera primaria y su alta tasa de renovación celular, lo 
convierten en un tejido centinela, por ello es idóneo para la aplicación 
del ensayo de micronúcleos y anormalidades nucleares en estudios to-
xicológicos y epidemiológicos, especialmente en poblaciones vulnera-
bles (Torres-Bugarin et al., 2013b; Holland et al., 2008; Tolbert et al., 
1991).

Consideraciones morfológicas y funcionales del epitelio oral
	 Entre las principales ventajas de este modelo destacan diversas con-
sideraciones biológicas y metodológicas. En primer lugar, su ubicación 
anatómica lo mantiene expuesto de manera constante a agentes poten-
cialmente nocivos, como compuestos químicos ambientales, productos 
del tabaco, alcohol o contaminantes alimentarios, lo que permite detec-
tar directamente el daño genético inducido por estas sustancias. Ade-
más, dado que la mucosa oral comparte irrigación con el sistema circu-
latorio, las células epiteliales pueden reflejar los efectos de genotóxicos 
sistémicos presentes en el torrente sanguíneo, lo que refuerza su valor 
como biomonitor celular.
	 El epitelio bucal presenta elevada tasa mitótica, lo que favorece la 
rápida expresión de eventos genotóxicos o citotóxicos. No obstante, esta 
alta proliferación también lo hace vulnerable a daños irreversibles en el 
ADN que, en caso de no ser reparados, pueden transmitirse a las célu-
las hijas. Este aspecto cobra especial relevancia al considerar que apro-
ximadamente el 90 % de los cánceres humanos tienen origen epitelial. 
Por otra parte, los queratinocitos presentan un tamaño relativamente 
grande, citoplasma amplio y núcleo de contorno regular, lo que facilita 
su identificación y análisis microscópico.
	 Cabe destacar que la obtención de muestras mediante el raspado 
suave de la mucosa oral es un procedimiento sencillo, mínimamente 
invasivo e indoloro, lo que lo hace ideal para estudios en niños, adultos 
mayores o personas con condiciones bucales sensibles. Además, esta 
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técnica permite recolectar suficiente número de células exfoliadas para 
realizar análisis con el poder estadístico necesario, lo que la convierte en 
una herramienta robusta para estudios poblacionales.

Biomarcadores evaluables y su interpretación citogenotóxica
	 Entonces, el epitelio bucal, al tratarse de un tejido no queratinizado, 
facilita la penetración de los colorantes durante la tinción, lo que mejora 
significativamente la resolución del análisis microscópico y permite la 
visualización clara tanto del núcleo como de los contornos de la mem-
brana celular. Esta propiedad técnica contribuye a la mayor precisión 
en la identificación de alteraciones morfológicas celulares asociadas con 
daño genético. La proliferación de los queratinocitos ocurre en la capa 
basal del epitelio de ahí migran a la superficie, y la presencia de micro-
núcleos o alteraciones nucleares, indica daño al ADN que no fue repa-
rado. 
	 Es así que paralelamente, las anormalidades nucleares —como célu-
las binucleadas (CBN), cariólisis (CL), núcleos picnóticos (PN), cario-
rréxicos (CR), núcleos lobulados (NL), cromatina condensada (CC)—; 
aportan información valiosa sobre alteraciones en procesos celulares 
clave, ya que son consecuancia de la proliferación desregulada, altera-
ciones en la citocinesis, muerte celular programada y disfunción mitóti-
ca; signos de citotoxicidad y daño genético, incluso antes de la aparición 
de síntomas clínicos. Estos cambios los describió por primera vez Stich 
y Rosin en la década de 1980 (Stich y Rosin, 1983; Stich et al., 1982; Som-
mer et al., 2020). Posteriormente, se asociaron a diferentes disturbios 
celulares como por ejemplo la CBN como producto de errores en la ci-
tocinesis; NL al igual que los MN, reflejan daño al ADN e inestabilidad 
genómica, las PN, CR, CC y CL, se conideran indicadores de muerte 
celular por apoptosis o necrosis (Sarto, et el., 1987; Tolbert et al., 1992; 
Torres-Bugarín et al., 2013a, 2013b, 2014, 2024). 
	 Farhadi propuso utilizar el índice de reparación celular (IR), calcula-
do mediante la fórmula: IR = (CL + CR)/(MN + NL), como un posible 
marcador de la capacidad homeostática del epitelio frente a agresiones 
genotóxicas (Farhadi et al., 2017). No obstante, este parámetro aún ca-
rece de validación suficiente, y persisten dudas sobre su confiabilidad 
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como indicador efectivo de los mecanismos reales de reparación celular 
(Amini, 2023; Nersesyan et al., 2019).

Utilidad del modelo oral como herramienta de vigilancia genética
	 Gracias a su capacidad de evaluar múltiples procesos celulares de ma-
nera simultánea, la prueba de micronúcleos y anormalidades nucleares 
en mucosa oral se considera una de las técnicas de biomonitoreo más 
útiles y versátiles a nivel mundial, como se resume en el cuadro 1. Como 
se aprecia en dicho cuadro, la prueba de micronúcleos en mucosa oral 
se ha aplicado exitosamente en poblaciones con ocupaciones de riesgo, 
en contextos clínicos y en individuos aparentemente sanos, lo que evi-
dencia su valor como herramienta sensible de biomonitoreo genético. 
Los valores promedio de células micronucleadas y otras anormalidades 
nucleares varían según el tipo de exposición, el estado fisiopatológico 
o el uso de determinadas sustancias, como se observa en casos de ex-
posición ocupacional (bomberos, tragafuegos), en fisicoculturistas que 
consumen esteroides anabólicos, o en mujeres con diagnóstico de cán-
cer de mama o displasia epitelial. Esta variabilidad refuerza la utilidad 
del modelo epitelial oral para detectar alteraciones tempranas asociadas 
con genotoxicidad, citotoxicidad y riesgo potencial de transformación 
maligna.

Características del epitelio oral
	 El epitelio oral está formado por células adyacentes unidas estrecha-
mente entre sí, sin sustancia intercelular aparente. Al igual que otros 
epitelios, se caracteriza por ser un tejido avascular, sin embargo, en 
este caso es estratificado, no queratinizado. Generalmente, se describen 
cuatro estratos, considerando a la membrana basal como el primero de 
ellos (Figura 14). Desde la región más profunda hasta la superficie api-
cal, el primer estrato corresponde a la membrana basal, una estructu-
ra extracelular que brinda soporte físico, inmunológico y nutricional al 
epitelio. Está compuesta por dos láminas: la lámina lúcida, secretada 
por las células epiteliales, y la lámina densa, producida por el tejido 
conectivo subyacente. Además de actuar como barrera funcional que 
separa el epitelio del tejido conectivo, esta membrana participa en la 
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Población
(n)

Genotoxicidad Citotoxicidad
Ref

Daño al ADN DC Muerte celular

CMN NL BN PN CC CR CL
Personas Sanas 

% 0.7 1.3 3.04 4.3 - 2.2 - 1

Control (13) 1.1 ± 0.9 0.7±0.8 2.7±1.7 0.7± 1.4 1.3±1.6 0.1±0.1 0
2
 

Tragafuegos (8) 0.8 ± 0.7 0.8±0.9 4.2±2.3* 1.1±0.7* 2.4±2.9* 0.4±0.6 0

Control (40) 1.2 ± 0.1 1.7±0.2 - - - 6.4±0.7 21.5 ± 2.2
3
 

Bomberos (47) 3.9 ± 0.1* 5.6±0.4* - - - 24.1±1.4* 152.6±10.1*

Control (45) 0.07± 0.1 0.7±1.2 0.4±0.5 - - 0.8±0.9 -
4
 Recolectores

(44) 0.5 ± 0.8* 1±1.2 2.5±2.8* - - 4.4±2.9* -

Control (60) 2.3 ± 0.1 1.2 ± 0.1 3.4 ± 0.1 - - 3.3 ± 0.1 3.3 ± 0.1

5

Pintores (60) 5.5 ± 0.1* 5.7 ± 0.4* 7.1 ± 0.3* - - 6.9 ± 0.4* 7.2 ± 0.3*

Control (25) 1.6 - 3.8 2.9 2.5 - -

6
 Ataxia tipo 2

(24) 3.4* - 3.2 3.9 2.7 - -

Fisiculturistas
Preanabólicos

 (5)
1.1 ± 0.1 - - - - - -

7

Fisiculturistas
+ anabólicos

(5)
5.9 ± 2.4* - - - - - -

Mujeres sanas
(20) 0.7 ± 0.3 0.5±0.3 3.7±1.3 - 4.1±1.9   2.8 ± 2.0

8

Ca. Mama (21) 1.4 ± 0.6* 1.6±1.0* 6.2±2.5* - 7.2±2.2*   5.1 ± 3.2*

Controles (30) 1.4 ± 0.51 - - - -   -

9DE (15) 4 ± 1.19 - - - -   -

Ca oral (15) 11.9 ± 1.8* - - - -   -
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regulación de la mitosis de las células basales, lo cual resulta esencial 
para mantener la integridad tisular y limitar la progresión de procesos 
metastásicos.
	 El siguiente estrato, conocido como basal o germinativo, está consti-
tuido por una sola capa de células firmemente adheridas a la membrana 
basal. Estas células son más pequeñas que las del resto del epitelio, pre-
sentan forma redondeada o cúbica, núcleos redondos u ovalados y un 
citoplasma intensamente basófilo, reflejo de su elevada actividad bio-
sintética asociada con la abundancia de retículo endoplásmico rugoso 
y ribosomas. En los epitelios estratificados, esta es la única capa con 
capacidad mitótica. Las células basales funcionan como células madre 
o progenitoras, con la capacidad de diferenciarse y regenerar de forma 
continua el epitelio.
	 A medida que migran hacia la superficie, algunas células ingresan al 
estrato espinoso, donde inician un proceso de diferenciación. Los que-
ratinocitos se organizan en múltiples hileras, con membranas de forma 
hexagonal y una estructura intracelular más compleja. Sus núcleos son 
pequeños y redondos, y el citoplasma puede volverse vacuolado y ba-
sófilo. Este estrato se distingue por la presencia de tonofibrillas, que al 
microscopio óptico aparentan atravesar los espacios intercelulares.
	 Finalmente, las células alcanzan el estrato granuloso, donde comple-
tan su diferenciación terminal. En epitelios no queratinizados como el 
oral, esta capa puede estar poco desarrollada o ausente. Las células se 
aplanan, adquieren morfología escamosa y presentan núcleos peque-
ños. El citoplasma contiene gránulos de queratohialina con fuerte afini-
dad basófila. En comparación con las capas basal y espinosa, esta capa 

Cuadro I. Células micronucleadas y anormalidades nucleares en mucosa oral. Valores 
expresados en 1000 células; Media y desviación estándar; Ca oral: Carcinoma escamoso 
oral; DE; Displasia epitelial; DC: Daño a la citocinesis CMN: Célula micronucleada; NL: 
núcleo lobulado; BN: binucleada; PN: Picnosis; CC: Cromatina condensada; CR: Cario-
rrexis; CL: Cariólisis; (-) sin dato; * Diferencia estadística (p<0.05). 1) Bonassi et al., 2011; 
2) Torres et al., 1998; 3) Ray et al., 2005; 4) Brina et al., 2018; 5) Celik, et la., 2010, 6) Cue-
llo-Almarales et al., 2017; 7) Torres et al., 2007; 8) Flores et al., 2014; 9) Kiran et al., 2018.
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posee mayor cantidad de tonofilamentos de queratina en un estado más 
avanzado de fosforilación.
	 En la capa granulosa comienza la degeneración del núcleo y de otros 
organelos, lo que marca el inicio del proceso de muerte celular que 
conduce a la formación del estrato córneo. No obstante, en la mucosa 
oral este no constituye un estrato córneo verdadero. Aquí, las células 
se desprenden individualmente y no forman una barrera impermeable 
queratinizada, a diferencia del epitelio cutáneo. Sin embargo, puede de-
sarrollarse un estrato paraqueratinizado como respuesta adaptativa al 
daño celular o a procesos patológicos. En estas condiciones, las células 
superficiales son aplanadas y aparentemente normales, pero conservan 
su núcleo y carecen de citoplasma acidófilo, lo que indica fase avanzada 
de muerte celular (Bolognesi et al., 2013).

Criterios para identificar células micronucleadas y anormalidades 
nucleares
	 En el biomonitoreo, es fundamental estandarizar los procedimien-
tos de toma, procesamiento y análisis de células exfoliadas. Por ello, 

Figura 14. Epitelio oral: epitelio plano estratificado no queratinizado. Las células mi-
cronucleadas y con anormalidades nucleares se originan en el estrato germinativo, 
única capa con actividad mitótica. Las células exfoliadas analizadas provienen de las 
capas superficiales. Imagen modificada de Bolognesi et al. (2013). Fuente: elaboración 
Dra. Evarista Arellano-García, con la ayuda de Biorender®.
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diversos estudios internacionales han propuesto criterios uniformes 
para garantizar la reproducibilidad y comparabilidad de los resultados 
(Bonassi et al., 2009; Bolognesi et al., 2015; Rohr et al., 2020).
	 Actualmente, se reconoce que la proporción de células basales y de 
células en muerte celular constituye un indicador relevante de la ca-
pacidad regenerativa y del potencial proliferativo del epitelio oral. Asi-
mismo, existen criterios morfológicos para identificar distintos tipos 
celulares y alteraciones nucleares, entre los que se incluyen células ba-
sales, diferenciadas normales y micronucleadas (CMN) (Fig. 15b). Tam-
bién están descritas con precisión otras anomalías, como NL (Fig. 15c), 
BN (Fig. 15d), CR (Fig. 16a), CC (Fig. 16b), PN (Fig. 16c) y CL (Fig. 16d) 
(Bolognesi et al., 2013; Sarto et al., 1987; Thomas et al., 2009; Tolbert et 
al., 1992).
	 Las células basales no diferenciadas (CB): son propias del estrato ba-
sal, donde se localizan las células madre del epitelio. No deberían estar 
presentes en el estrato superficial, por lo que su detección en muestras 
exfoliadas se considera anómala. Se caracterizan por su forma redonda, 

Figura 15. Células epiteliales exfoliadas de mucosa oral.  a) Célula normal: completa-
mente diferenciada, de gran tamaño, con núcleo bien definido, ovalado y de tinción 
uniforme; b) Célula micronucleada: presenta un núcleo principal y una o más estructu-
ras menores (micronúcleos), cuyo tamaño oscila entre 1/3 y 1/6 del núcleo principal. 
Los micronúcleos muestran intensidad de tinción, textura y plano focal similares al 
núcleo, sin superposición ni conexión aparente; c) Célula con núcleo lobulado (“huevo 
roto”): presenta una constricción sin pérdida de continuidad; la intensidad de tinción 
entre los lóbulos es homogénea; d) Célula binucleada: contiene dos núcleos de mor-
fología, tamaño, tinción y plano focal similares, generalmente en contacto, producto 
de alteración en la citocinesis. Microscopía de fluorescencia con naranja de acridina. 
Observación a 100× con microscopio compuesto Carl Zeiss IVFL Axiostar Plus, filtros 
de excitación de 450–490 nm. Cortesía de la Dra. en C. Olivia Torres Bugarín.
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pequeño tamaño y un núcleo que ocupa casi todo el citoplasma. En al-
gunos casos, presentan micronúcleos o núcleos lobulados. Su presencia 
se interpreta como un indicio de actividad proliferativa elevada o re-
generación epitelial atípica.
	 Las células diferenciadas normales (Figura 15a) exhiben un citoplas-
ma de tamaño habitual, morfología casi hexagonal y ausencia de alter-
aciones nucleares visibles. Representan el tipo celular predominante en 
el epitelio oral sano.
	 Las células micronucleadas (CMN) (Fig. 15b) se originan durante la 
mitosis de las células basales como resultado de errores en la segregación 
cromosómica. Presentan un núcleo principal acompañado de uno o más 
micronúcleos, estructuras redondas u ovaladas con un tamaño inferior 
al 20 % del diámetro nuclear. Para ser considerados micronúcleos ver-
daderos, deben cumplir criterios específicos: contorno liso y definido, 
mismo plano focal, textura, intensidad de coloración y refracción sim-
ilares al núcleo principal; además, no deben estar conectados a este ni 
mostrar superposición o puentes de cromatina. Es importante no con-
fundir con células en apoptosis avanzada, como aquellas con CC, CR o 
PN.
	 En sujetos sanos no expuestos a agentes genotóxicos, la frecuencia 
basal de células micronucleadas se encuentra generalmente en un rango 
de 0.3 a 1.7 por cada 1000 células evaluadas. Las células con múltiples 
micronúcleos son poco comunes en individuos sanos, aunque pueden 
presentarse ocasionalmente. Mayor frecuencia de micronúcleos refleja 
incremento en la tasa de mutación, lo cual se asocia con el desarrollo de 
lesiones precancerosas y carcinomas orales.
	 Las células con núcleos lobulados (NL), también denominadas brotes 
nucleares o gemas nucleares (NBuds) (Figura 15c), se consideran por 
algunos autores como indicadores de amplificación génica. Presentan 
uno o más cuerpos nucleares conectados al núcleo principal mediante 
un delgado puente nucleoplásmico. Estas estructuras accesorias mues-
tran características similares al núcleo principal en cuanto a tinción, tex-
tura y plano focal. En casos poco frecuentes, los NL alcanzan tamaño 
cercano al del núcleo principal. Tolbert et al. (1992), se refirieron a los 
NBuds de mayor tamaño como “huevos rotos” (broken egg), aunque su 
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origen exacto aún no es dilucidado completamente.
Las células binucleadas (BN) (Figura 15d) presentan dos núcleos bien 
definidos, independientes, con forma, tamaño, textura e intensidad de 
tinción similares. Suelen encontrarse muy próximas, e incluso en con-
tacto. Se considera que estas células resultan de la falla en la citocinesis, 
donde el núcleo se divide correctamente, pero no ocurre la separación 
citoplasmática. Este error se vincula con alteraciones en el ensamblaje o 
función del anillo contráctil de actina. La no disyunción cromosómica 
está documentada con mayor frecuencia en células binucleadas que no 
completan la citocinesis, en comparación con aquellas que se dividen 
en dos células mononucleadas. En células epiteliales con disfunción 
telomérica, este tipo de error puede inducir tetraploidía, especialmente 
cuando persisten puentes anafásicos. Además, en individuos con condi-
ciones genéticas asociadas a alta tasa de aneuploidía, como el síndrome 
de Down, presentan el doble de frecuencia de células binucleadas que 
en individuos sanos.
	 Las células con cariorrexis (CR) (Figura 16a) se identifican por la 
fragmentación nuclear extensa, en la cual la membrana nuclear puede 
observarse rota o ausente. El patrón de tinción es densamente moteado, 
y refleja la desintegración progresiva del núcleo, característica de las 
fases finales del proceso apoptótico.
	 Las células con cromatina condensada (CC) (Figura 16b) se caracter-
izan por un núcleo intensamente teñido, con un patrón moteado o con 
estrías, y una membrana nuclear aparentemente intacta. La CC indica 
pérdida de actividad transcripcional y se asocia con procesos apoptóti-
cos tempranos.
	 Las células picnóticas (PN) (Figura 16c) son células diferenciadas ter-
minales con morfología aplanada y angular, cuyo núcleo, más pequeño 
de lo normal, presenta una tinción intensa y homogénea. El diámetro 
nuclear suele estar entre 1/5 y 2/3 del tamaño de un núcleo típico de 
célula terminal diferenciada. La picnosis representa una condensación 
extrema de la cromatina en células que atraviesan una fase irreversible 
de apoptosis, y suele considerarse una etapa posterior a la cariorrexis 
(CR). Aunque el mecanismo exacto de formación de las PN en epitelio 
oral
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 no está completamente esclarecido, su alta frecuencia ha mostrado cor-
relación positiva con la de células CC y CR, lo que respalda su valor 
como biomarcador de muerte celular.
	 Las células cariolíticas (CL), también conocidas como “células fan-
tasma” (Figura 16d), se observan principalmente en la capa apical del 
epitelio. Se caracterizan por presentar un núcleo ausente o de tinción 
negativa, lo que da la apariencia de una imagen desvanecida o trans-
parente. Esta alteración se considera la etapa final del proceso necrótico 
o apoptótico. Aunque puede tener un origen fisiológico vinculado al 
desgaste epitelial por fricción masticatoria, su frecuencia se incremen-
ta significativamente ante la presencia de agentes citotóxicos. Por ello, 
se reconoce como un biomarcador de citotoxicidad, especialmente útil 
para evaluar el impacto crónico de factores ambientales como el alco-
hol, el tabaco o la exposición continua a irritantes químicos (Ramírez y 
Saldanha, 2002; Tolbert et al., 1991).

Figura 16. Células epiteliales exfoliadas de mucosa oral, representativas de 
anormalidades nucleares asociadas con citotoxicidad y muerte celular. a) cariorrexis: 
el núcleo y la membrana aparecen fragmentados, con un patrón que recuerda a un 
rompecabezas cuyas piezas están dispersas; es indicativa de apoptosis en fase avanza-
da; b) cromatina condensada: el núcleo presenta agregados de cromatina intensamente 
teñidos, con membrana nuclear bien definida; refleja pérdida de actividad transcrip-
cional. c) Núcleo picnótico: el núcleo es más pequeño que el normal y muestra tinción 
intensa y uniforme, típico de apoptosis irreversible; d) cariolisis: pérdida de material 
genético, con aspecto de núcleo fantasma, asociado a la fase terminal de muerte celu-
lar, especialmente por necrosis. Tinción con naranja de acridina. Observación a 100× 
con microscopio Carl Zeiss IVFL Axiostar Plus, filtros de fluorescencia de 450–490 nm. 
Cortesía de la Dra. en C. Olivia Torres Bugarín.
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Micronúcleos como factor predictivo de la carcinogénesis oral
	 El cáncer es una de las principales amenazas para la salud pública a 
nivel mundial. En particular, el cáncer oral se encuentra entre los diez 
tipos más comunes, y dentro de este grupo, el carcinoma oral de células 
escamosas es la neoplasia maligna más frecuente. Esta puede originarse 
de manera directa o estar precedida por lesiones benignas o por condi-
ciones clínicas denominadas trastornos potencialmente malignos. Entre 
estos trastornos se incluyen la leucoplasia, la fibrosis submucosa oral y el 
liquen plano, los cuales presentan un riesgo de transformación maligna 
estimado entre el 6.6 % y el 36.4 %. Dada la variabilidad en su evolución 
clínica, resulta difícil predecir el comportamiento biológico de estas le-
siones. Además, el diagnóstico tardío limita significativamente el éxito 
terapéutico y reduce las probabilidades de un pronóstico favorable. Por 
ello, es de vital importancia contar con biomarcadores que permitan no 
solo identificar a los individuos con mayor riesgo, sino también prede-
cir si un trastorno potencialmente maligno podría evolucionar hacia un 
tumor agresivo (Juneja et al., 2019; Jois et al. ,2010; Messadi et al., 2013).
	 En este contexto, el ensayo de micronúcleos se perfila como una he-
rramienta prometedora para su uso como biomarcador temprano de 
inestabilidad genómica. Dado que los micronúcleos son consecuencia 
de la pérdida de cromosomas o del mal funcionamiento del huso mitó-
tico durante la división celular, su presencia puede reflejar alteraciones 
citogenéticas tempranas características de los procesos de transforma-
ción maligna (Kashyap et al., 2012).
	 Aproximadamente la mitad de los casos de cáncer oral están aso-
ciados con la transformación maligna que incluye la pérdida de la ca-
pacidad celular para activar mecanismos de muerte programada ante 
eventos de genotoxicidad. Estos cambios precancerosos suelen estar 
acompañados por cariotipos complejos, caracterizados por deleciones 
cromosómicas, translocaciones y diversas anomalías estructurales. Este 
fenómeno, conocido como inestabilidad genómica, constituye un sello 
distintivo de los procesos de carcinogénesis (Kashyap et al., 2012).
	 Los riesgos genotóxicos pueden evaluarse mediante diversos indica-
dores de daño al ADN, tales como aberraciones cromosómicas, marca-
dores citogenéticos e intercambios de cromátidas hermanas (Fareed et 
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al., 2011). En células malignas, los errores en la segregación cromosómi-
ca durante la mitosis pueden originar cromosomas rezagados que no se 
incorporan a los núcleos hijos y quedan excluidos durante la anafase. 
Estas estructuras redondeadas u ovaladas, compuestas por cromatina y 
observables al microscopio tras tinción nuclear, quedan finalmente ro-
deadas por una membrana nuclear. A pesar de su menor tamaño, pre-
sentan características morfológicas similares a los núcleos principales y 
reciben el nombre de micronúcleos (Palaskara et al., 2010).
	 El recuento de micronúcleos es una técnica rápida, eficaz y econó-
mica para cuantificar el daño genético, ya que proporciona resultados 
fiables en la evaluación genotóxica (Dindgire et al., 2012). Esta demos-
trada la correlación directa entre el grado de lesión oral y la frecuen-
cia de células micronucleadas (Cuadro I). Por ejemplo, la frecuencia de 
micronúcleos es significativamente mayor en personas con carcinoma 
escamoso oral (11.93 ± 1.83) en comparación con aquellas que presentan 
displasia epitelial (4.0 ± 1.19) o con los controles sanos (1.46 ± 0.51), con 
diferencia estadísticamente significativa (P = 0.000). Además, a mayor 
severidad de la displasia, mayor es también la frecuencia de micronú-
cleos: en displasia severa se observa la media de 4.2 ± 1.3 frente a 3.2 ± 
0.83 en displasia leve. Esta tendencia también se mantiene en el carcino-
ma escamoso oral, donde la frecuencia de CMN es mayor en tumores 
moderadamente diferenciados (13.2 ± 1.0) que en los bien diferenciados 
(10.8 ± 1.16).
	 Estos hallazgos refuerzan el potencial del ensayo de micronúcleos en 
células de mucosa oral como herramienta útil para la detección tempra-
na de lesiones premalignas y malignas al contribuir a mejorar el pronós-
tico, aumentar la supervivencia y reducir la morbilidad asociada con 
tratamientos más avanzados (Kiran et al., 2018).
	 Diversos estudios concluyen que el recuento progresivo de células 
micronucleadas —de la mucosa oral normal hasta los trastornos poten-
cialmente malignos y el carcinoma oral— sugiere una fuerte asociación 
entre este biomarcador y la progresión neoplásica. El análisis de mi-
cronúcleos puede utilizarse como herramienta sensible para identificar 
condiciones preneoplásicas en etapas tempranas, incluso antes de que 
aparezcan manifestaciones clínicas evidentes. Su aplicación resulta es-
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pecialmente útil en poblaciones de alto riesgo, ya que permite no solo 
realizar un diagnóstico temprano, sino también establecer un pronósti-
co y promover intervenciones preventivas.
	 En este contexto, la detección de micronúcleos representa un campo 
prioritario dentro de la investigación oncológica orientada a la preven-
ción y el tratamiento del cáncer. La presencia y frecuencia de estas es-
tructuras actúan como indicadores de daño genómico y, si se identifican 
con precisión, pueden servir como biomarcadores de valor predictivo 
en personas con trastornos orales potencialmente malignos. Cabe desta-
car que, su utilidad se extiende al seguimiento terapéutico de pacientes 
con neoplasias invasivas, al facilitar la evaluación del riesgo.

El incremento en la frecuencia de células micronucleadas, desde 
tejido epitelial sano hasta lesiones malignas, respalda la utilidad del en-
sayo como un marcador fiable de transformación neoplásica. Por ello, 
la prueba de micronúcleos en células exfoliadas de mucosa oral es una 
estrategia prometedora para detectar la exposición a diversos carcinó-
genos y anticipar la aparición del cáncer oral (Kiran et al., 2018).
	 El ensayo de micronúcleos en células exfoliadas de mucosa oral es 
una herramienta científicamente sólida para evaluar el riesgo genético 
en personas expuestas a agentes carcinógenos. Esta demostrado su uso 
en contextos clínicos y epidemiológicos con alto potencial para detectar 
alteraciones genómicas tempranas, anticipar la transformación maligna 
y fortalecer la vigilancia en poblaciones vulnerables. Combinado con 
otros biomarcadores, el recuento de micronúcleos permite establecer 
un perfil de inestabilidad genómica útil para el diagnóstico precoz, la 
prevención del cáncer y el diseño de intervenciones terapéuticas más 
eficaces.

Importancia de la detección temprana
	 El cáncer oral suele diagnosticarse en etapas avanzadas, lo cual se 
asocia con complicaciones graves (Pakaravan et al., 2021), debido en 
parte a la ausencia de marcadores diagnósticos primarios (Rivera et al., 
2017). En este contexto, el uso de técnicas no invasivas de diagnósti-
co en fases tempranas del desarrollo tumoral adquiere relevancia, ya 
que contribuye a frenar su progresión. La detección oportuna permite 
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al personal médico planificar un tratamiento farmacológico más eficaz, 
lo cual se traduce en mejoras significativas en la tasa de supervivencia.
	 A nivel mundial, el cáncer oral representa un problema de salud pú-
blica creciente, con una incidencia estimada de casi 390,000 nuevos ca-
sos en 2022, posicionándose entre los 20 tipos de cáncer más comunes. 
En México, aunque su incidencia es relativamente baja —con una tasa 
ajustada de 1.2 por cada 100,000 habitantes—, la mortalidad asociada y 
el diagnóstico tardío continúan siendo preocupantes. Este tipo de neo-
plasia afecta con mayor frecuencia a hombres mayores de 40 años, y en 
más del 90% de los casos corresponde a carcinomas de células escamo-
sas. Factores como el consumo de tabaco y la exposición a compuestos 
carcinógenos son determinantes clave en su desarrollo, lo que refuerza 
la necesidad de métodos de detección temprana eficaces y accesibles 
(Jalili et al., 2022).
	 La prevención del cáncer oral y la reducción de su morbilidad y 
mortalidad dependen del diagnóstico temprano, que permite la evalua-
ción histológica y la elección del tratamiento adecuado según la etapa 
clínica. La detección precoz de micronúcleos y otras alteraciones nu-
cleares—cambios que surgen en las fases iniciales del proceso neoplá-
sico—resulta esencial para estimar el riesgo derivado de la exposición 
a agentes genotóxicos y carcinogénicos, incluso antes de que aparezcan 
signos clínicos.
	 Detectar individuos con alto riesgo de transformación maligna es cla-
ve para implementar estrategias preventivas que eviten procedimientos 
terapéuticos invasivos, costosos y potencialmente dolorosos. Además, 
permite reducir la probabilidad de efectos secundarios tóxicos a corto 
o largo plazo. Cabe destacar que algunos tratamientos farmacológicos 
pueden, en ciertos casos, inducir nuevas neoplasias o generar metás-
tasis en órganos previamente no afectados. Por ello, el ensayo de mi-
cronúcleos y anomalías nucleares en células exfoliadas representa una 
herramienta prometedora como biomarcador de exposición a agentes 
genotóxicos y puede ser ofrecido como un método de detección pronós-
tica con potencial aplicación clínica.
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Metodología para la evaluación citogenotóxica en mucosa oral
Consideraciones éticas
	 El biomonitoreo en grupos de individuos requiere atención riguro-
sa a los principios éticos establecidos en las legislaciones nacionales, 
internacionales e institucionales. Entre estos marcos normativos desta-
ca la Declaración de Helsinki (Asociación Médica Mundial, 2019), la 
cual orienta la protección de los derechos humanos en investigaciones 
biomédicas.
	 En el caso de México, la Ley General de Salud en Materia de Investi-
gación para la Salud y su reglamento, así como la Norma Oficial Mexi-
cana NOM-012-SSA3-2012, establecen lineamientos específicos para la 
ejecución ética de estudios en seres humanos, enfatizando la necesidad 
de minimizar los riesgos y maximizar los beneficios para los partici-
pantes.
	 En este contexto, es fundamental proporcionar a cada persona una 
explicación clara y detallada sobre los objetivos del estudio, los pro-
cedimientos involucrados, los posibles riesgos y beneficios, así como 
la forma en que se les comunicarán los resultados. Este proceso debe 
asegurar en todo momento el respeto a los derechos de los participantes 
y la confidencialidad de su información personal.
	 Sólo deben incluirse en el estudio aquellas personas que hayan man-
ifestado explícitamente su voluntad de participar, mediante la firma del 
consentimiento informado. En el caso de menores de edad o personas 
con alguna discapacidad cognitiva, se requiere además del asentimien-
to del participante, la autorización por escrito del tutor legal. El pro-
tocolo de investigación debe describir con precisión los aspectos fun-
damentales del estudio —como los objetivos, procedimientos, tamaño 
de muestra, entre otros— y ser sometido a evaluación por revisores in-
dependientes. Además, deberá ser registrado y aprobado tanto por un 
comité de bioética como por un comité de investigación institucional 
(Torres-Bugarín y Ramos-Ibarra, 2013a).

Toma y procesamiento de muestras
	 Registro y conservación de datos relevantes: es recomendable aplicar un 
cuestionario estructurado que permita registrar la ficha de identificación 
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del participante, así como información sobre hábitos higiénico-dentales, 
alimentación, antecedentes patológicos y toxicológicos, entre otros da-
tos relevantes para el estudio. En caso necesario, se deberá contar con la 
autorización correspondiente para consultar expedientes clínicos. Cada 
expediente debe ser individual, estrictamente confidencial, y conser-
varse por un periodo mínimo de cinco años posteriores a la conclusión 
oficial del proyecto o a la publicación de los resultados en una revista 
científica reconocida.

	 Asignación de folios: a cada participante se le debe asignar un folio úni-
co que se mantenga constante a lo largo de todo el proceso de investi-
gación y que coincida con su expediente, cuestionario, muestras y re-
sultados. Se recomienda utilizar números consecutivos, acompañados 
de fechas y/o iniciales, especialmente cuando el tamaño muestral es 
amplio. No se deben registrar nombres completos de los participantes, 
a fin de evitar sesgos en el análisis de los datos y proteger la confiden-
cialidad. Es indispensable llevar un registro manual —preferentemente 
en libretas foliadas— así como un respaldo electrónico de dicha infor-
mación.

	 Área de trabajo: el área destinada al procesamiento de muestras debe es-
tar físicamente separada de otros espacios y contar con una ventilación 
adecuada hacia el exterior. Idealmente, debe disponer de una campana 
de extracción, dado el manejo de solventes y reactivos que represen-
tan un riesgo potencial. Resulta importante destacar que, deben esta-
blecerse protocolos de seguridad específicos, incluyendo la ubicación 
de extintores y regaderas de emergencia, y debe señalarse claramente el 
procedimiento a seguir en caso de siniestros, especialmente por el uso 
de sustancias inflamables.

	 Toma de muestras de mucosa oral: para cada participante se deben 
preparar al menos dos extendidos celulares ― uno destinado al análi-
sis y otro conservado como respaldo―. La recolección puede realizarse 
en regiones como la mucosa gingivolabial superior, labios o lengua. 
En tejido sano de estas zonas, especialmente en individuos control, no 
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se observan diferencias relevantes en la frecuencia de biomarcadores. 
No obstante, diversos estudios han documentado mayor frecuencia de 
micronúcleos en tejido tumoral, seguida de tejido con lesiones, y final-
mente frecuencia más baja en tejido sano (Ramírez y Saldanha, 2002; 
Quintero-Ojeda et al., 2018). Además, esta descrito que en poblaciones 
expuestas a agentes genotóxicos, la frecuencia de micronúcleos y anom-
alías nucleares es menor en la mucosa de las mejillas en comparación 
con el epitelio de la lengua (Martins et al., 2009; Sadik et al., 2023).
	 Es importante considerar que la renovación celular en la mucosa bu-
cal implica un periodo estimado de 5 a 7 días entre el daño genético 
ocurrido en células basales y la aparición de células exfoliadas micro-
nucleadas en superficie. Por ello, el daño detectado refleja exposiciones 
ocurridas al menos cinco días antes de la toma de muestra. Antes de 
recolectar las células, se recomienda que el participante enjuague su 
boca con agua potable para eliminar residuos alimenticios que puedan 
interferir con el análisis y generar falsos positivos o negativos.

	 Recolección de la muestra: la frecuencia de células micronucleadas puede 
aumentar si la recolección se realiza de manera vigorosa en compara-
ción con raspados suaves. Los instrumentos utilizados deben ser fáciles 
de manejar en diversos entornos y permitir la obtención de un número 
suficiente de células epiteliales. Entre las herramientas más utilizadas 
se encuentran portaobjetos estériles con bordes esmerilados, depresores 
linguales de madera humedecidos, espátulas metálicas, cepillos de di-
entes y los denominados Cytobrush. La mejor técnica será aquella que 
garantice la distribución uniforme y abundante de células sobre el por-
taobjeto, lo cual favorece la sensibilidad del ensayo.
	 Existen diferentes métodos para recolectar tejido epitelial oral, cada 
uno con sus propias ventajas y limitaciones. Uno de los más simples y 
económicos es el método directo, que ofrece extendidos libres de im-
purezas, lo que facilita el análisis citológico. Este método ha demostra-
do resultados comparables a técnicas más complejas, como la citología 
exfoliativa en base líquida, con frecuencias de células micronucleadas 
cercanas al 2.8% en ambos casos (2.83% vs 2.79%).
	 El método directo consiste en raspar la mucosa oral por el carrillo 
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interno de la mejilla derecha por medio de un portaobjetos limpio y 
desinfectado de bordes esmerilados y el material obtenido, se depos-
ita en otro portaobjetos con las características ya señaladas y debida-
mente identificado, para llevar a cabao un barrido por toda la laminilla; 
evitando que el material quede aglomerado. Se asegura que el material 
se extiende ampliamente por toda la laminilla en un solo movimiento 
del barrido y evitar lo más posible que las células queden emplamadas. 
Este mismo procedimiento se repite, pero en el carrillo de la mejilla iz-
quierda. Una vez que se obtienen las muestras; se dejan secar al aire 
libre y se guardan en una caja portalaminillas para su posterior fijación 
y tinción. 
	 En el método por centrifugado, las células recolectadas se depositan 
en un tubo Falcon que se agita en vórtex y se centrifuga a 1000 rpm 
durante cinco minutos. Posteriormente, se elimina el sobrenadante y 
se resuspende el pellet en solución fijadora de metanol y ácido acético 
(3:1). Este procedimiento se repite tres veces. Las células concentradas 
se colocan en portaobjetos mediante gotas distribuidas a distancia de 15 
cm para favorecer su extensión. Una vez secos, los portaobjetos se so-
meten a hidrólisis en HCl 5 M a 37 °C durante 20 minutos, se enjuagan 
tres veces con agua destilada y se conservan hasta su tinción.
	 Finalmente, el método de citología exfoliativa en base líquida per-
mite la recolección eficiente y la fijación inmediata sin impurezas, ge-
nerando extendidos en monocapa con fondo claro. Esto incrementa la 
sensibilidad y calidad de los resultados. En este procedimiento, tanto 
la muestra como el cepillo recolector se colocan en un recipiente con 
un medio conservador, lo que facilita su transporte y almacenamiento 
adecuado.
	 Recolección y preservación de la muestra mediante citología en base 
líquida
	 La toma de muestra se realiza utilizando un cepillo citológico estéril, 
con el cual se efectúa un raspado suave en ambas mejillas, girando el 
cepillo cuidadosamente para asegurar una recolección homogénea de 
células epiteliales. Una vez obtenida la muestra, el cepillo se introduce 
en un tubo de plástico identificado con el folio del participante y que 
contiene entre 4 y 5 mL de solución fijadora (ThinPrep®). Para liberar 
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las células adheridas, se recomienda agitar el tubo manualmente o uti-
lizando un vórtex. A continuación, se corta el mango del cepillo, dejan-
do únicamente la cabeza dentro del contenedor. El tubo debe cerrarse 
herméticamente y conservarse en refrigeración a 4 °C hasta el procesa-
miento. Bajo estas condiciones, la muestra puede mantenerse en buen 
estado hasta por cuatro meses (Carrillo-Novia et al., 2023).

Preparación de muestras mediante el método de base líquida
	 Para maximizar la eficacia, eficiencia y calidad de los resultados, las 
muestras deben procesarse lo antes posible, preservando su integridad 
y correcta identificación. Antes de iniciar el procedimiento, se debe ve-
rificar que tanto los tubos de muestra como las laminillas para el exten-
dido estén rotulados con el folio correspondiente  (Hayama et al., 2005).
	 El tubo con la muestra debe dejarse reposar a temperatura ambiente 
durante 30 minutos. Posteriormente, se agita manualmente o con vórtex 
para homogeneizar el contenido y liberar completamente las células. 
Una vez logrado esto, se retira el cepillo del tubo.
	 En un tubo Falcon de 15 mL se colocan 3 mL de la muestra y 3 mL 
de solución de gradiente. La mezcla se agita manualmente o con vórtex 
y se centrifuga durante 5 a 10 minutos a 1500–2000 rpm. Después, se 
decanta el sobrenadante y se ajusta el volumen al doble con solución 
fresca, repitiendo la centrifugación durante 5 minutos a 1500 rpm. Tras 
eliminar el nuevo sobrenadante, se resuspende el botón celular en 3 mL 
de agua destilada, hasta obtener una suspensión homogénea.
	 Simultáneamente, se prepara un portaobjetos limpio depositando 
una gota de solución de adherencia celular, la cual se extiende uni-
formemente con otra laminilla. Se deja sedimentar entre 4 y 5 minutos. 
Posteriormente, se colocan 2 mL de la muestra celular sobre la lami-
nilla y se deja sedimentar por el mismo periodo. El exceso de líquido 
se retira cuidadosamente apoyando la laminilla de forma inclinada. A 
continuación, se lava la superficie dejando caer de manera controlada 
unas gotas de etanol al 96% (1 a 2 minutos), y nuevamente se elimina 
el exceso de alcohol. Finalmente, los frotis se colocan en una canastilla 
y se sumergen en etanol al 96% durante 2 a 3 minutos. Las laminillas 
deben conservarse en una caja cerrada y protegida hasta el momento de 
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la tinción.

Fijación de muestras de mucosa oral
	 La fijación inmediata de las placas celulares es esencial para preservar 
la integridad morfológica de las células y evitar procesos de autólisis, 
oxidación y alteraciones en la tinción. Para ello, se recomienda sumergir 
las laminillas directamente en una solución de etanol al 80% durante un 
periodo mínimo de 48 horas. Aunque la fijación ocurre principalmente 
en los primeros cinco minutos, la prolongación del tiempo ayuda a pre-
venir el desprendimiento celular durante el procesamiento posterior. 
Es importante evitar el uso de metanol debido a la toxicidad de sus 
vapores.
	 En caso de reutilizar la solución fijadora, debe filtrarse previamente 
para garantizar su pureza y efectividad. Una vez concluido el proceso 
de fijación, las laminillas deben dejarse secar al aire durante 10 minu-
tos y luego conservarse en un lugar seco, protegido de la luz solar, el 
polvo, el aire, la humedad o insectos, como cucarachas, que pueden da-
ñar irreversiblemente el material celular. Se recomienda almacenar las 
muestras en cajas porta laminillas hasta el momento de la tinción.
	 Para estudios de genotoxicidad, no se aconseja el uso de fijadores en 
aerosol, ya que pueden interferir con la visualización e identificación 
precisa de micronúcleos. Un fijador adecuado debe conservar la tensión 
superficial de las células, penetrar eficientemente al interior celular, pre-
servar los componentes morfológicos y realzar los detalles cromáticos 
mediante una acción rápida, sin inducir alteraciones físicas o químicas 
significativas a la muestra (Arnaudo et al., 2013).

Tinción de muestras
	 La tinción es una etapa crítica en la preparación de frotis celulares, 
ya que permite la adecuada visualización de las estructuras nucleares 
y citoplasmáticas. Una tinción eficaz se caracteriza por una definición 
nítida del núcleo y una adecuada transparencia citoplasmática, que fa-
cilite la identificación de micronúcleos y otras anomalías nucleares.
	 Es indispensable verificar que las soluciones colorantes estén correct-
amente rotuladas, con indicación clara de su concentración, fecha de 



111

preparación y advertencias de manejo. Estos colorantes deben almace-
narse en frascos oscuros y bien cerrados, ya que son fotosensibles y sus-
ceptibles a la oxidación a temperatura ambiente. Aquellos colorantes 
que lo requieran deben filtrarse previamente mediante papel filtro de 
velocidad media (por ejemplo, Whatman N°1), con el fin de eliminar 
partículas o restos celulares que puedan haberse desprendido de mues-
tras previas. Durante la tinción, es fundamental asegurar que toda la 
superficie de la laminilla esté completamente cubierta por la solución 
colorante.
	 Entre los colorantes empleados, se incluyen tanto aquellos no espe-
cíficos, como la tinción de Papanicolaou (PAP), aceto-orceína, Giemsa, 
May-Grünwald-Giemsa, orceína, hematoxilina y eosina (H y E), yoduro 
de propidio y Hoechst 33258; como también colorantes altamente espe-
cíficos para ácidos nucleicos, tales como la reacción de Feulgen, naranja 
de acridina y 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).
	 Debe considerarse que las tinciones inespecíficas para ADN pueden 
inducir una sobreestimación en la frecuencia de micronúcleos, ya que 
tiñen no solo estructuras nucleares, sino también otros componentes 
celulares como gránulos de queratina, que pueden confundirse mor-
fológicamente con micronúcleos. Por ejemplo, en individuos sanos se 
han reportado frecuencias más altas de células micronucleadas al uti-
lizar tinciones como Giemsa (0.6 ± 1.1 por cada 1000 células) o yoduro 
de propidio (hasta cinco veces más), en comparación con la tinción de 
Feulgen (0.4 ± 0.7 por cada 1000 células) (Juneja et al., 2019). Otros estu-
dios comparativos encontraron que PAP y H&E arrojan frecuencias de 
micronúcleos de 7.7 ± 2.0 y 9.6 ± 2.3 por cada 1000 células, respectiva-
mente, frente a 1.6 ± 1.2 con la tinción de Feulgen (Grover et al., 2012).
	 Casartelli et al. (1997), describierón que la tinción con Hoechst 33258 
es una alternativa práctica, rápida y fiable, con resultados comparables 
a los obtenidos con la técnica de Feulgen, mientras que las tinciones con 
Giemsa y yoduro de propidio se consideran menos satisfactorias para la 
evaluación específica de micronúcleos.
	 Nersesyan et al. (2006), demostraron que, si bien los colorantes alta-
mente específicos como Feulgen, naranja de acridina y DAPI tienden a 
proporcionar frecuencias similares de micronúcleos, los valores obteni-
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dos con Giemsa pueden ser de 4 a 5 veces superiores. Esto se atribuye a 
la tinción de estructuras no nucleares, como cuerpos de queratina, que 
simulan morfológicamente a micronúcleos y pueden inducir falsos po-
sitivos. Además, la tinción con Giemsa mostró correlación significativa 
con otras anomalías celulares, como cariorrexis, cariólisis, condensación 
de cromatina y binucleación, hallazgos que no se replicaron con tincio-
nes específicas para ADN.
	 La elección del colorante debe realizarse con base en la finalidad del 
estudio, considerando tanto la sensibilidad como la especificidad. Entre 
los colorantes más empleados en estudios genotoxicológicos se encuen-
tran aceto-orceína con verde rápido, Papanicolaou, Feulgen y naranja 
de acridina (Nersesyan et al., 2006).

Métodos de tinción para la evaluación de micronúcleos y otras anor-
malidades nucleares.
	 Tinción con orceína y verde rápido: una vez que las muestras han sido 
fijadas, se sumergen completamente en orceína durante dos horas, ase-
gurando que queden completamente cubiertas. Posteriormente, se la-
van con agua corriente y se tiñen con verde rápido durante un periodo 
de tres a cinco minutos. Después de un segundo enjuague, las laminillas 
se dejan secar al aire y se observan con un microscopio óptico a 100×. 
Este método tiene la ventaja de permitir una conservación prolongada 
de las muestras, manteniendo su integridad por años si se almacenan 
adecuadamente.

	 Tinción de Papanicolaou (PAP): este método, originalmente desarro-
llado para estudios en tejidos cervicales, ha demostrado ser adecuado 
para la tinción de células de mucosa oral. Se basa en una tinción poli-
cromática que incluye una etapa nuclear y otra citoplasmática, propor-
cionando una excelente definición del detalle nuclear y un citoplasma 
transparente que facilita la evaluación de diferenciación celular y ac-
tividad metabólica. El procedimiento comprende cuatro fases: fijación 
con alcohol etílico al 96%; tinción nuclear con hematoxilina durante dos 
a cinco minutos; tinción citoplasmática con Orange G y eosina EA50 
por dos a seis minutos; y aclaramiento final con xilol. La calidad de los 
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colorantes puede potenciarse: la hematoxilina se activa añadiendo 5 mL 
de ácido acético glacial por litro; Orange G y eosina mejoran con 2 g de 
ácido fosfomolíbdico por litro.

	 Tinción de Feulgen: este método es altamente específico para ADN. Los 
frotis celulares previamente fijados se someten a hidrólisis ácida con 
HCl 5 M a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente, 
se enjuagan con agua destilada durante el mismo periodo y se tiñen 
con reactivo de Schiff entre 50 y 90 minutos. Una vez completada esta 
etapa, se realiza una contratinción con verde rápido al 0.1%. Esta tinción 
permite una visualización precisa de los micronúcleos, evitando sobre-
estimaciones frecuentes con otras tinciones menos específicas.

	 Tinción con naranja de acridina: la naranja de acridina es un colorante 
catiónico fluorescente que se une de forma específica a ácidos nucleicos, 
emitiendo fluorescencia verde al intercalarse con ADN y fluorescencia 
roja al unirse al ARN o a compartimentos ácidos como los lisosomas. 
Su aplicación requiere el uso de un microscopio equipado con epifluo-
rescencia. Las laminillas, una vez fijadas, se sumergen en una solución 
preparada en buffer de fosfatos durante dos,  seis o diez minutos, agi-
tando suavemente para favorecer la penetración del colorante. Luego, 
se lavan en un segundo contenedor con buffer fresco durante diez mi-
nutos. Se recomienda teñir inicialmente una sola laminilla para verificar 
la calidad de la tinción antes de procesar el resto de las muestras. Las 
laminillas deben protegerse de la luz y conservarse en cajas cerradas; el 
periodo óptimo de análisis es de hasta 60 días, aunque pueden conser-
varse por más tiempo con pérdida gradual de calidad.
	 Esta tinción permite reducir el tiempo de análisis hasta en un 40%, y 
ofrece alta precisión en la identificación de micronúcleos. No obstante, 
su uso implica precauciones estrictas debido a su carácter mutagénico. 
La naranja de acridina puede inducir mutaciones por desplazamiento 
del marco de lectura al intercalarse en el ADN. Además, su uso incre-
menta el costo del análisis, tanto por el precio del colorante y los reac-
tivos como por el mantenimiento del equipo de fluorescencia, el cual 
puede requerir lámparas de mercurio con vida útil limitada (alrededor 
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de 150 horas).

Procedimientos complementarios: limpieza y montaje de muestras
	 Durante todo el proceso, es fundamental asegurar la calidad de los 
colorantes mediante filtración con papel Whatman N° 1, almacenarlos 
en envases oscuros y bien cerrados, y cubrir completamente las lamini-
llas durante la tinción para evitar resultados inconsistentes. La limpieza 
de las laminillas por el reverso puede realizarse con una solución com-
puesta de alcohol isopropílico o etanol absoluto mezclado con acetona 
(1:1), lo cual facilita la observación bajo el microscopio.
	 El montaje final para análisis consiste en aplicar una gota de buffer 
de fosfato sobre la muestra, colocar un cubreobjetos evitando la forma-
ción de burbujas, envolver en una gasa limpia y presionar suavemente 
para eliminar el exceso de líquido. Posteriormente, se aplica una gota de 
aceite de inmersión y se observa la muestra con el objetivo de 100X. Es 
importante completar este procedimiento sin interrupciones, ya que la 
desecación parcial o contaminación puede comprometer la calidad de la 
tinción de la muestra y generar falsos negativos.

Conteo celular y factores que influyen en la frecuencia de células 
micronucleadas
	 Independientemente del método de tinción utilizado, la literatura 
científica recomienda evaluar entre 500 y 4,000 células epiteliales por 
individuo. Sin embargo, se ha establecido que el número mínimo más 
comúnmente aceptado para alcanzar el poder estadístico adecuado es 
de 2,000 células por sujeto. El análisis debe iniciarse observando la la-
minilla con la muestra y el objetivo de 10X, recorriéndola de forma or-
denada en trayectorias en zigzag, ya sea horizontales o verticales, para 
identificar la región más adecuada. Posteriormente, se realiza un enfo-
que preliminar con el objetivo de 40X, y finalmente se procede al conteo 
detallado utilizando el objetivo de inmersión a 100X (Ceppi et al., 2010).
	 Diversos factores pueden influir en la frecuencia de células micro-
nucleadas observadas en los estudios. En este sentido, el proyecto HU-
man MicroNucleus sobre células bucales exfoliadas (HUMNXL) surge 
como una extensión del proyecto HUMN, originalmente centrado en 
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linfocitos de sangre periférica. Este esfuerzo internacional, desarrollado 
por múltiples laboratorios, tiene como objetivo validar el uso del ensa-
yo de micronúcleos en células epiteliales orales como biomarcador de 
riesgo genético y carcinogénico en poblaciones humanas. Este proyecto 
ha contribuido a la identificación y clasificación de los factores de con-
fusión que influyen en la frecuencia de micronúcleos, como el estilo de 
vida, el estado de salud, la exposición a contaminantes ambientales u 
ocupacionales y las características individuales del huésped. Este en-
foque colaborativo ha generado evidencia sólida sobre la sensibilidad, 
eficacia y accesibilidad del ensayo, resaltando su bajo costo, capacidad 
predictiva y carácter mínimamente invasivo. Estas cualidades, favore-
cen su uso en estudios con poblaciones vulnerables o expuestas cróni-
camente a contaminantes ambientales (Bolognesi et al., 2013; Bonassi et 
al., 2001, 2009, 2011; Fenech et al., 2011; Gómez-Arroyo, 2011).

Frecuencia espontánea de células micronucleadas y factores asociados
	 La frecuencia espontánea de células micronucleadas en individuos 
sanos, no expuestos a agentes químicos genotóxicos ni a radiación, se 
estima en 0.74% (intervalo de confianza del 95%: 0.52–1.05), con rango 
entre 0.3% y 1.7%. No obstante, este biomarcador presenta considerable 
variabilidad entre distintas poblaciones, atribuible a factores biológicos, 
ocupacionales y de estilo de vida.
	 En cuanto al sexo, esta descrito que la frecuencia de micronúcleos en 
linfocitos tiende a ser más elevada en mujeres. Sin embargo, esta difer-
encia no se refleja de manera significativa en células exfoliadas de mu-
cosa oral, donde los valores son comparables entre hombres y mujeres.
	 Por su parte, la edad es un factor determinante, ya que la frecuen-
cia de células micronucleadas aumenta de forma significativa conforme 
avanza la edad, mostrando tendencia positiva con p < 0.001.
	 La exposición laboral también influye de manera importante en la 
frecuencia de micronúcleos. Diversos estudios evidenciaron incremen-
to significativo de este biomarcador en células oraales de trabajadores 
expuestos a solventes, hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP), 
gasolina, arsénico y fármacos antineoplásicos, en comparación con gru-
pos control no expuestos.
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	 En el contexto de enfermedades oncológicas, incluso cuando los tu-
mores no se localizan en la región de cabeza y cuello, se describió au-
mento significativo en la frecuencia de micronúcleos. Esto es particular-
mente notable en pacientes con cáncer orofaríngeo (FR = 1.72; IC 95%: 
1.19–2.49), cáncer del aparato respiratorio (FR = 1.40; IC 95%: 1.06–1.86), 
y otros tipos de cáncer agrupados (FR = 1.94; IC 95%: 1.46–2.59).
	 En contraste, no se ha encontrado asociación significativa entre la 
presencia de enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad 
de Parkinson o Alzheimer y aumento en la frecuencia de micronúcleos 
en células epiteliales orales.
	 Respecto al estilo de vida, el factor más analizado es el tabaquismo. 
Los estudios indican que solo los fumadores intensivos —aquellos que 
consumen aproximadamente 40 cigarrillos al día— presentan aumento 
estadísticamente significativo en la frecuencia de micronúcleos en com-
paración con los no fumadores (FR = 1.37; IC 95%: 1.03–1.82). No se en-
contró asociación consistente con el consumo de tabaco mascado o nuez 
de betel, aunque los valores medios de los usuarios de estas sustancias 
fueron aproximadamente el doble de los observados en los controles, 
sin alcanzar significancia estadística. Tampoco se observó una relación 
entre el consumo diario de alcohol y el aumento en la frecuencia de mi-
cronúcleos (Jalili et al., 2022).
	 Por el contrario, ciertos hábitos alimenticios parecen tener efecto pro-
tector. Las personas que reportaron consumo diario de frutas o verdu-
ras de hoja verde presentaron frecuencias significativamente más bajas 
de células micronucleadas que quienes no los consumen regularmente. 
En el caso de las frutas, se observó frecuencia de 1.17% frente a 1.99%, 
mientras que para las verduras de hoja verde fue de 1.80% frente a 
2.33%. Este efecto se confirmó mediante análisis multivariado única-
mente para el consumo de frutas: los sujetos que consumen frutas dia-
riamente presentaron frecuencia de micronúcleos 32% menor en células 
orales exfoliadas respecto a quienes nunca las consumen (FR = 0.68; IC 
95%: 0.50–0.91).
	 El análisis de micronúcleos y otras anomalías nucleares en células 
epiteliales exfoliadas de la mucosa oral es una herramienta potente, 
no invasiva y de alto valor predictivo para los estudios de genotoxici-
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dad humana. Su sensibilidad ante agentes ambientales, ocupacionales 
y endógenos, así como su aplicabilidad en poblaciones vulnerables, la 
han convertido en una técnica clave para la vigilancia de la salud públi-
ca. El epitelio oral permite detectar daño genético temprano y examinar 
procesos celulares como la proliferación, la citotoxicidad y la apoptosis. 
La correcta ejecución de los procedimientos, desde la toma y el proce-
samiento de las muestras hasta la selección de las tinciones, asegura la 
fiabilidad de los resultados y refuerza su utilidad en entornos clínicos, 
epidemiológicos y de investigación biomédica. En conjunto, esta prue-
ba se consolida como un método versátil para evaluar múltiples bio-
marcadores celulares asociados con la inestabilidad genómica.
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CAPÍTULO V

EL BIOENSAYO Allium cepa: HERRAMIENTA PARA ESTUDIOS 
DE GENOTOXICIDAD Y CITOTOXICIDAD

Perspectiva citogenética del bioensayo Allium cepa
	 Un bioindicador es un organismo, o una parte de él, que refleja al-
teraciones causadas por distintos niveles de contaminación ambiental, 
tanto en ecosistemas reales como en entornos controlados. Estos orga-
nismos permiten identificar cambios estructurales o funcionales, como 
la presencia de micronúcleos, que actúan como señales tempranas de 
deterioro ambiental y brindan información sobre la salud del organis-
mo expuesto y su entorno (da Silva Souza et al., 2014).
	 Los sistemas de prueba utilizados en bioensayos se clasifican de 
acuerdo con el tipo de organismo biológico empleado y el punto final 
genético que se pretende identificar. En este contexto, los bioensayos 
con células procariotas son eficaces para detectar agentes que inducen 
mutaciones génicas o causan daño primario al ADN. Cabe señalar que, 
estos sistemas permiten evaluar el tipo y la magnitud de las alteraciones 
genéticas inducidas, incluyendo mutaciones específicas, daño cromosó-
mico y eventos de aneuploidía (Leme y Marin-Morales, 2009).
	 Las plantas vasculares son ampliamente reconocidas como bioin-
dicadores eficaces y modelos genéticos versátiles para la detección y 
evaluación de compuestos con potencial citotóxico y genotóxico. Entre 
las especies más utilizadas se encuentran Allium cepa, Vicia faba, Zea 
mays, Tradescantia, Nicotiana tabacum, Crepis capillaris y Hordeum 
vulgare. Estos modelos permiten el análisis de células provenientes de 



120

diferentes órganos y tejidos, como hojas, raíces y polen, lo que incre-
menta su aplicabilidad en distintos contextos experimentales (Leme y 
Marin-Morales, 2009; de Souza et al., 2016).
	 Las plantas mencionadas presentan diversas ventajas metodológicas: 
son de manejo sencillo, fácil almacenamiento, bajo costo, y pueden em-
plearse en múltiples especies. Además, se ha demostrado buena corre-
lación con otros sistemas de ensayo, incluidos los modelos animales. Su 
posición basal en la cadena trófica les confiere capacidad de respuesta 
más rápida ante la exposición a sustancias tóxicas, lo que las convierte 
en herramientas sensibles para el monitoreo ambiental. Este es el caso 
particular del bioensayo con Allium cepa (cebolla), que ha mostrado ma-
yor sensibilidad en comparación con organismos ubicados en niveles 
tróficos superiores (Fiskesjö, 1985; de Souza et al., 2016).
	 Por otro lado, las pruebas de citotoxicidad permiten estimar la pro-
porción de células afectadas o muertas como resultado del daño induci-
do por un xenobiótico, mientras que los ensayos de genotoxicidad eva-
lúan alteraciones directas o indirectas sobre el material genético. Existen 
diversas metodologías disponibles para este fin, entre ellas las pruebas 
citogenéticas, que permiten identificar y cuantificar alteraciones cromo-
sómicas, como los intercambios de cromátides hermanas (ICH) o la fre-
cuencia de células con micronúcleos. Todas estas técnicas son altamente 
resolutivas y pueden aplicarse eficazmente en el modelo vegetal Allium 
cepa.
	 Por lo tanto, uno de los sistemas biológicos que permite evaluar con 
alta precisión los efectos citotóxicos y genotóxicos, mediante el análisis 
de la cariocinesis y la citocinesis en células meristemáticas de raíz, es el 
ensayo de Allium cepa, también conocido como Allium test. Este modelo 
ha ganado progresiva aceptación en el campo de la toxicología genética, 
debido a su alta sensibilidad para detectar el efecto de agentes tóxicos, 
tanto de interés ambiental como relacionados con la nanotecnología 
(Leme y Marin-Morales, 2009). Su popularidad se atribuye además a 
su fácil acceso, simplicidad metodológica y a la ventaja citogenética de 
poseer cromosomas grandes y en número reducido.
	 Entre las limitaciones del modelo se encuentra su elevada sensibili-
dad, lo que puede conducir a la detección de efectos en Allium cepa que 
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no necesariamente se manifiestan de la misma manera en organismos 
más complejos, como mamíferos, aves, reptiles, anfibios o peces. Por 
otra parte, en este modelo puede ser difícil evaluar efectos a largo plazo, 
o daños hereditarios indirectos que no se reflejan de forma medible en 
las primeras generaciones celulares. Sin embargo, los resultados posi-
tivos en el ensayo con Allium cepa deben interpretarse como señales de 
advertencia sobre el potencial riesgo del agente evaluado, no solo para 
la salud vegetal, sino también para los ecosistemas y organismos supe-
riores, incluida la especie humana (Fiskesjö, 1985; Sabeen et al., 2020).
	 El modelo se fundamenta en la evaluación de efectos citotóxicos y 
genotóxicos mediante la medición del crecimiento de las raíces y la 
observación microscópica de alteraciones citológicas y cromosómicas. 
Uno de los principales indicadores es el índice de división celular, que 
permite establecer el grado de interferencia del agente probado sobre el 
ciclo mitótico (Leme y Marin-Morales, 2009).

Modelo Allium cepa: evaluación de genotoxicidad y citotoxicidad
	 La citogenética es una disciplina que integra conocimientos de la ge-
nética, la citología y la biología celular, centrada en el análisis de los 
genomas nucleares a nivel cromosómico. Su objeto principal de estu-
dio son los cromosomas, tanto en el contexto de investigaciones bási-
cas como en estudios aplicados de mutagénesis y toxicología genética 
(Kwasniewska y Bara, 2022).
	 La técnica de micronúcleos, ampliamente descrita en capítulos an-
teriores, ha sido aplicada en una gran diversidad de organismos. Sin 
embargo, su desarrollo en vegetales ha seguido un camino particular. 
El primer uso documentado de esta técnica en plantas se remonta al 
trabajo pionero de Levan (1938), quien evaluó los efectos de la colchi-
cina sobre la mitosis en raíces de Allium cepa. En dicho experimento, los 
bulbos de cebolla fueron expuestos a soluciones acuosas de la sustan-
cia de interés, permitiendo el crecimiento de raíces, las cuales fueron 
posteriormente seccionadas, teñidas y observadas al microscopio para 
identificar alteraciones mitóticas (Levan, 1938).
	 Posteriormente, en 1959, se aplicó por primera vez el ensayo de mi-
cronúcleos en raíces primarias de plántulas de Vicia faba tratadas con 
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radiación gamma (cobalto-60) y neutrones, bajo condiciones de presen-
cia o ausencia de oxígeno. En ese estudio se analizaron 8,000 células por 
tratamiento, observándose una frecuencia significativamente mayor de 
células micronucleadas en las plantas expuestas a radiación (83.7 ± 8.0 
MN/1,000 células a las 36 horas post-irradiación, dosis de 107 rads con 
oxígeno) en comparación con el grupo control (1.1 ± 0.3 MN/1,000 célu-
las), lo que evidenció la alta sensibilidad del método en tejidos vegetales 
al efecto de la radiación (Evans et al., 1959).
	 Más tarde, Fiskesjö (1985), realizó modificaciones metodológicas con 
el fin de adaptar esta prueba a evaluaciones ambientales, estableciendo 
así un sistema de bioensayo confiable para medir el daño genómico in-
ducido por agentes genotóxicos en células vegetales mitóticas y meióti-
cas.
	 Los micronúcleos son estructuras pequeñas y extranucleares que se 
localizan junto al núcleo parental dentro del citoplasma. En el ensayo 
con Allium cepa, estos se detectan en células meristemáticas interfásicas 
de raíces o brotes, típicamente durante el ciclo celular posterior a la ex-
posición al agente mutagénico (Mišík et al., 2019). Aunque los estudios 
sobre micronúcleos son extensos en modelos animales y humanos, el 
conocimiento generado en plantas sigue siendo considerablemente más 
limitado (Kwasniewska y Bara, 2022). No obstante, la prueba de micro-
núcleos en vegetales ha demostrado ser útil y sensible para la detección 
de efectos genotóxicos causados por diversas sustancias, tales como 
plaguicidas, compuestos nitroaromáticos, hidrocarburos policíclicos 
aromáticos, nitrosaminas, metales pesados, radiación ionizante, pro-
ductos químicos industriales, nanopartículas, entre otros. Actualmente, 
las especies vegetales más empleadas en estos ensayos incluyen Allium, 
Nicotiana, Vicia y otras plantas modelo de uso común en estudios am-
bientales y de toxicología genética (Kwasniewska y Bara, 2022; Kumari 
et al., 2009).

Características biológicas de Allium cepa
	 Allium es uno de los géneros botánicos más amplios del planeta, con 
un número estimado de entre 600 y 920 especies. Dentro de este géne-
ro, Allium cepa, conocida comúnmente como cebolla, es la especie más 
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cultivada. Se trata de una planta herbácea bienal perteneciente a la fa-
milia Amaryllidaceae, cuyas características biológicas la convierten en 
un modelo ideal para estudios de bioindicadores ambientales, especial-
mente en la detección de daño celular, cromosómico o alteraciones en 
la división celular, incluyendo la evaluación del riesgo de aneuploidía 
(Evans et al., 1959; Fiskesjö, 1985).
	 Entre sus principales ventajas se destaca su fácil acceso, manejo y 
conservación, así como el bajo costo de los ensayos que la emplean. 
Estos experimentos permiten obtener resultados en periodos cortos 
de tiempo. Su sistema radicular está compuesto por numerosas raíces 
fasciculadas, de color blanquecino y escasa profundidad, que emergen 
de un tallo en forma de disco o disco caulinar. Este presenta múltiples 
nudos y entrenudos muy cortos, a partir de los cuales se desarrollan 
las hojas. En el extremo apical de las raíces se localiza el meristemo ra-
dicular, una región compuesta por células en constante proliferación 
responsable del crecimiento de la raíz. Estas células atraviesan ciclos 
celulares continuos sin sincronía entre ellas, lo que permite que en una 
misma preparación se encuentren células en diferentes fases del ciclo 
celular, facilitando el análisis comparativo entre interfase y mitosis. De 
esta manera, es posible calcular el índice mitótico y estimar la duración 
relativa de cada fase del ciclo celular.
	 Las curvas de crecimiento generadas a partir del desarrollo radicu-
lar permiten establecer relaciones efecto-concentración para los agentes 
evaluados. Las células del meristemo radicular presentan un tamaño lo 
suficientemente grande como para ser observadas al microscopio con 
el objetivos 40X, lo cual favorece su análisis citogenético. Además, estas 
células son altamente permeables, lo que facilita la entrada de sustan-
cias químicas y colorantes, incrementando su sensibilidad y mejorando 
la visualización de las estructuras internas.
	 Otro aspecto destacable es su elevada capacidad para activar pro-mu-
tágenos, lo que incrementa la detección de efectos genotóxicos. A nivel 
cromosómico, Allium cepa, presenta un número diploide de 16 cromo-
somas (2n = 16), caracterizados por su gran tamaño, lo que facilita su 
identificación y estudio durante la mitosis. Esto, junto con la claridad 
con que pueden observarse las distintas fases mitóticas, permite evaluar 
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con precisión el daño inducido tanto en la cariocinesis como en la cito-
cinesis.
	 Adicionalmente, el número de células disponibles en una sola raíz 
es prácticamente ilimitado, lo que permite alcanzar el poder estadístico 
necesario sin recurrir a un número elevado de réplicas biológicas. El en-
sayo con Allium cepa ha demostrado ser un sistema sensible y confiable, 
mostrando buena correlación con otros modelos de prueba utilizados 
en toxicología genética. Por ello, los resultados positivos obtenidos con 
este modelo deben considerarse una señal de advertencia sobre el po-
tencial riesgo que una sustancia química representa no solo para la sa-
lud humana y animal, sino también para el medio ambiente en general.

Fundamento del ensayo Allium cepa
	 Cuando se coloca un bulbo de Allium cepa en condiciones de hidrata-
ción, se estimula el desarrollo de raíces nuevas mediante la activación 
del tejido meristemático radicular. No obstante, si este tejido es expues-
to a xenobióticos, la división celular puede verse alterada de distintas 
formas: el proceso proliferativo puede ser estimulado, inhibido, retar-
dado o incluso interrumpido de manera irreversible por la destrucción 
de las células. Para evaluar estos efectos, se calcula la velocidad de di-
visión celular a través del índice mitótico, el cual estima el porcentaje 
de células en división presentes en un tejido y, por lo tanto, constituye 
una medida del potencial proliferativo del mismo (Rodríguez-Soto et 
al., 2018).
	 Además del efecto sobre la tasa de proliferación, los xenobióticos 
pueden inducir alteraciones citogenéticas en las células radiculares, 
como fracturas del ADN o disrupciones en la estructura del huso mitó-
tico, lo que conlleva la aparición de anomalías cromosómicas, incluida 
la formación de micronúcleos (Correa et al., 2016).

Metodología del ensayo Allium cepa
	 Para ejecutar el ensayo, se deben seleccionar cuidadosamente los 
bulbos de Allium cepa, procurando que se encuentren en buen estado 
sanitario (Figura 17). Los ejemplares deben ser sanos, intactos, libres 
de daños mecánicos, sin signos de infestación por hongos o parásitos, 
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y con un follaje de color verde intenso. Es fundamental que la base del 
bulbo, donde se sitúan los primordios radiculares, esté completa y sin 
raíces previas. Se recomienda elegir individuos uniformes, con un peso 
de entre 12 y 15 gramos y un diámetro aproximado de 2 a 3 cm.
	 Por cada tratamiento experimental, se seleccionan entre tres y cinco 
bulbos, dos de los cuales pueden considerarse como reserva para reem-
plazo, ya que se estima que aproximadamente un 20% de los ejemplares 
puede presentar crecimiento anómalo. Antes de iniciar el experimento, 
se deben retirar las escamas externas del bulbo, así como las raíces se-
cas y la base inferior de color pardo. Es importante no dañar el anillo 
de primordios radiculares durante este proceso. Posteriormente, cada 

Figura 17. Metodología del ensayo Allium cepa para la evaluación de genotoxicidad y 
citotoxicidad. El procedimiento incluye la selección, acondicionamiento y exposición 
de bulbos a diferentes tratamientos, seguido del procesamiento de raíces para el análi-
sis de biomarcadores nucleares. Las etapas comprenden desde la aclimatación inicial, 
crecimiento radicular y exposición a xenobióticos, hasta la fijación, hidrólisis, tinción 
con orceína, montaje de laminillas por técnica de aplastamiento (squash) y conteo mi-
croscópico de células en división. Fuente: elaboración Dra. Evarista Arellano-García, 
con la ayuda de Biorender®.
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bulbo debe lavarse cuidadosamente con agua potable o destilada para 
eliminar residuos o contaminantes.
	 Para la exposición, los bulbos se colocan individualmente en tubos 
cónicos Falcon de 50 mL que contengan 10 mL de la sustancia de prueba 
o agua destilada (grupo control). El contacto del bulbo con el líquido 
debe ser suficiente para cubrir la base y favorecer el crecimiento de las 
raíces en condiciones controladas.

Tratamiento de bulbos de Allium cepa
	 Los bulbos seleccionados se colocan individualmente en tubos cóni-
cos Falcon de 50 mL, cada uno con 10 mL de agua destilada (grupo con-
trol negativo) o con la disolución correspondiente del agente a evaluar. 
Posteriormente, se incuban en condiciones de oscuridad a temperatura 
ambiente constante (25 °C ± 0.5 °C) durante 72 horas.
	 Para el control positivo, se utiliza un agente genotóxico de referencia, 
como la colchicina o la ciclofosfamida. En este caso, los bulbos se expo-
nen durante una hora a la solución del agente en la dosis establecida y, 
posteriormente, se trasladan a tubos con agua destilada libre del com-
puesto para completar el periodo total de incubación bajo las mismas 
condiciones que el resto de los tratamientos.
	 En los grupos experimentales, por ejemplo, en pruebas con fertili-
zantes, se sigue un protocolo similar: exposición inicial de una hora a 
la disolución de prueba, seguida por incubación en agua destilada has-
ta completar las 72 horas. Con el fin de mantener la estabilidad de las 
concentraciones y asegurar condiciones homogéneas, tanto las disolu-
ciones de prueba como el agua destilada utilizada en los controles se 
reemplazan diariamente. Para cada tratamiento se realizan tres ensayos 
independientes, con tres bulbos por experimento.

Recolección y preparación de muestras para análisis microscópico
	 Transcurridas las 72 horas de incubación, se recolectan de cada bulbo 
entre dos y tres milímetros del extremo de al menos siete raíces, ya que 
esta región contiene el tejido meristemático donde ocurre la división 
celular activa. Las raíces se fijan inmediatamente en solución de Carnoy 
(etanol:ácido acético, 3:1) durante un periodo adecuado. Luego se reali-
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za un enjuague breve con agua destilada durante 30 segundos.
	 Posteriormente, cada muestra se coloca sobre un portaobjeto limpio 
y se añaden dos gotas de aceto-orceína al 2% como colorante. Se cubre el 
tejido con un cubreobjetos y se aplica calor suave durante aproximada-
mente un minuto, asegurándose de que la muestra permanezca hume-
decida. Si es necesario, se puede añadir más colorante para intensificar 
la tinción y mejorar el contraste.
	 A continuación, se realiza el montaje por presión (squash), presio-
nando de forma firme pero controlada el cubreobjetos sobre el portaob-
jetos, con el objetivo de dispersar las células en un único plano para 
facilitar la visualización de las distintas fases mitóticas. Si tras el exten-
dido es necesario ajustar la tinción, puede levantarse cuidadosamente 
el cubreobjetos con una aguja de disección, añadir una gota adicional de 
aceto-orceína, y reposicionar el cubreobjetos sobre la muestra.
	 Una vez preparado el montaje, los portaobjetos están listos para su 
observación microscópica. El análisis se realiza por triplicado, asegu-
rando la reproducibilidad de los resultados.

Examen macroscópico
	 Los parámetros macroscópicos se evalúan después de un periodo 
de exposición de 72 horas. En esta etapa, se cortan las raíces desde su 
base y se procede a contar el número de raíces emitidas por cada bulbo, 
así como a medir su longitud individual. Posteriormente, se calcula la 
suma del largo total de las raíces por bulbo, y este valor se expresa como 
la longitud total del sistema radicular. Este parámetro constituye un 
indicador indirecto de citotoxicidad, dado que los xenobióticos pueden 
inhibir o estimular el crecimiento de las raíces dependiendo de su me-
canismo de acción.

Análisis por microscopía óptica
	 Las muestras teñidas se examinan mediante microscopía óptica, uti-
lizando aumentos progresivos de 10X, 40X y 100X, en ese orden, con 
el fin de localizar y analizar las células meristemáticas. El objetivo es 
identificar y contar las cuatro fases principales de la mitosis (profase, 
metafase, anafase y telofase), así como las células en interfase. Durante 
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la observación se registran eventos de genotoxicidad, tales como abe-
rraciones cromosómicas (puentes de anafase, fragmentos cromosómi-
cos, entre otros) y la presencia de micronúcleos.
	 Para asegurar validez estadística, se recomienda analizar un mínimo 
de 1,000 células por ejemplar, utilizando al menos tres bulbos por trata-
miento experimental (Santos et al., 2023).

Biomarcadores de citotoxicidad y genotoxicidad en Allium cepa
	 El ensayo Allium cepa permite la evaluación simultánea de citotoxi-
cidad y genotoxicidad a través del análisis de diversos biomarcadores. 
Entre los más utilizados destacan el índice mitótico, el tiempo de fase, el 
porcentaje de células aberrantes y la frecuencia de micronúcleos. Estos 
indicadores permiten caracterizar los efectos de sustancias químicas so-
bre el ciclo celular y la integridad del material genético.
	 El índice mitótico (IM) es un parámetro clave que representa la pro-
porción de células en división activa: profase (P), metafase (M), anafa-
se(A) y telofase (T) respecto al total de células observadas. Se calcula 
mediante la fórmula:
	 El índice mitótico se utiliza como indicador del potencial prolifera-
tivo del tejido, y cualquier desviación significativa respecto al grupo 
control puede interpretarse como un efecto citotóxico. Una disminución 
del IM por debajo del 50% en comparación con el control negativo pue-
de indicar inhibición de la división celular, reflejando efectos adversos 
sobre el crecimiento y desarrollo del organismo expuesto. Por el con-
trario, un aumento anormal del IM puede sugerir proliferación acelera-
da, lo cual no necesariamente es positivo, ya que podría asociarse con 
procesos displásicos o incluso carcinogénesis temprana. Por esta razón, 
el índice mitótico se evalúa en conjunto con parámetros de crecimiento 
radicular (Fiskesjö et al., 1993; Leme y Marin-Morales, 2009; Sabeen et 
al., 2020).
	 Otro biomarcador es el tiempo de fase mitótica, el cual permite es-
timar la duración relativa de cada etapa del ciclo celular y se calcula 
mediante la siguiente expresión:
	 Este valor se interpreta como una estimación del tiempo que las cé-
lulas tardan en completar una fase específica dentro del ciclo celular de 
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Allium cepa, el cual tiene una duración estimada promedio de 12 horas 
(Urteaga et al., 2005).
	 El biomarcador porcentaje de células aberrantes (% Cel_Ab), cons-
tituye un indicador directo de daño cromosómico. Las aberraciones se 
clasifican según su aparición en distintas fases de la mitosis y pueden 
incluir puentes cromatídicos, fragmentos rezagados, cromosomas vis-
cosos, cromosomas segregados de manera anómala, células binuclea-
das, lesiones nucleares y células gigantes. Este porcentaje se calcula con 
base en la siguiente fórmula:
	 Un aumento significativo en este biomarcador indica que el agente 
evaluado tiene potencial clastogénico o aneugénico, comprometiendo 
la integridad estructural o numérica del material genético (Sabeen et al., 
2020).
	 La frecuencia de micronúcleos es uno de los biomarcadores más sen-
sibles y ampliamente utilizados para evaluar genotoxicidad en el mo-
delo Allium cepa. Su detección permite identificar daños en el material 
genético inducidos por agentes clastogénicos o aneugénicos, manifes-
tados como pequeños cuerpos redondos extracromosómicos presentes 
en el citoplasma de las células en interfase o telofase. Estos cuerpos se 
originan a partir de fragmentos cromosómicos o cromosomas enteros 
que no logran incorporarse al núcleo principal durante la mitosis.
	 Para su evaluación, se analizan al menos 1,000 células en división 
por bulbo, seleccionadas aleatoriamente en diferentes campos micros-
cópicos. Se recomienda realizar el conteo en triplicado, es decir, en tres 
bulbos independientes por tratamiento, a fin de asegurar la reproduci-
bilidad y robustez estadística del ensayo.
	 Cabe destacar que, dentro del conjunto de biomarcadores emplea-
dos en el ensayo Allium cepa, la frecuencia de micronúcleos es el más 
reportado en la literatura científica. Esta amplia aceptación se debe a su 
alta sensibilidad, facilidad de observación y correlación directa con el 
daño genético. Por ello, un incremento significativo en la frecuencia de 
micronúcleos respecto al grupo control representa una señal clara del 
potencial genotóxico del agente evaluado (Sabeen et al., 2020).
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Identificación de fases celulares y alteraciones cromosómicas en el 
ensayo Allium cepa
	 En el análisis citogenético con Allium cepa, es fundamental establecer 
criterios precisos para reconocer las células en interfase, las distintas 
fases de la mitosis (profase, metafase, anafase y telofase), así como para 
identificar células aberrantes y células micronucleadas. Esta clasifica-
ción permite cuantificar adecuadamente los biomarcadores de citotoxi-
cidad y genotoxicidad, garantizando consistencia y validez en los resul-
tados obtenidos.
	 Las alteraciones cromosómicas observadas se agrupan, según su ori-
gen, en clastogénicas y aneugénicas. Las alteraciones clastogénicas se 
deben a rupturas físicas en el ADN o los cromosomas, y se manifiestan 
típicamente como puentes de anafase o fragmentos cromosómicos. En 
contraste, las alteraciones aneugénicas se relacionan con disfunciones 
del huso mitótico que afectan la correcta segregación cromosómica. En-
tre las manifestaciones de este tipo de daño se encuentran las C-me-
tafases, cromosomas rezagados, pérdidas cromosómicas, divisiones 
multipolares y adherencia cromosómica (Leme y Marin-Morales, 2009). 
Además, algunas de estas alteraciones pueden estar asociadas con la 
inhibición de la citocinesis, lo que favorece la formación de células bi-
nucleadas o multinucleadas.

Caracterización morfológica de fases celulares y aberraciones en 
Allium cepa
	 El ensayo Allium cepa permite observar con gran claridad el ciclo ce-
lular en células meristemáticas de raíz, así como detectar diversas al-
teraciones morfológicas que actúan como biomarcadores confiables de 
citotoxicidad y genotoxicidad. El reconocimiento preciso de las fases de 
la mitosis, así como de aberraciones cromosómicas y nucleares, es clave 
para interpretar los efectos de agentes químicos y físicos en los organis-
mos expuestos.
	 Las células en interfase, como se muestra en la figura 18a, presen-
tan un núcleo bien definido, de contorno regular y cromatina finamente 
granular. En muchos casos, se observan nucleolos visibles como esferas 
claras dentro del núcleo, debido a su alto contenido de ARN, que no se 
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tiñe con intensidad. Conforme se aproxima la división celular, el núcleo 
se vuelve más voluminoso y los nucleolos se hacen más prominentes, 
lo que indica una mayor actividad transcripcional previa al inicio de la 
mitosis.
	 En la profase (Fig. 18b), se inicia la espiralización de la cromatina, 
que comienza a adoptar formas de cordones irregulares. A medida que 
avanza esta fase, la envoltura nuclear empieza a desorganizarse. En la 
prometafase, representada en la misma figura, la membrana nuclear ya 
no es visible y los cromosomas se movilizan hacia el plano ecuatorial.
	 Durante la metafase, como se observa en la Fig. 18c, los cromosomas 
se alinean con precisión en el centro de la célula. En esta etapa se activa 

Figura 18. Fases del ciclo celular y características citológicas en células mer-
istemáticas de Allium cepa. a) células en interfase con nucleolos visibles b) 
célula gigante en interfase y célula en profase; c) célula en metafase con cro-
mosomas alineados en el plano ecuatorial; d) célula en anafase, con cromáti-
das en separación hacia los polos; e) Células en telofase, con reorganización 
nuclear, y anafase adicional en el mismo campo. Cortesía de la Dra. en C. 
Olivia Torres Bugarín.
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un punto de control crítico, el Anaphase Promoting Complex (APC), 
que asegura que los cromosomas estén correctamente alineados antes 
de permitir su separación. Su inhibición por agentes tóxicos puede de-
tener la progresión mitótica o inducir errores en la segregación.
	 La anafase (Figura 18d y 18e) se caracteriza por la migración sincró-
nica de las cromátidas hermanas hacia polos opuestos. Un patrón ana-
fásico incompleto o desorganizado puede indicar una alteración en la 
velocidad de división celular o un fallo en el aparato mitótico. Final-
mente, en la telofase, los cromosomas inician su descondensación y se 
reconstituye la envoltura nuclear en cada célula hija. En esta etapa, que 
también puede apreciarse en la Figura 18e, las células suelen aparecer 
sincrónicas, de tamaño similar, y con núcleos bien definidos.
	 Además de las fases del ciclo celular, el modelo Allium cepa permite 
identificar diversas anomalías estructurales que reflejan daño genético. 
Estas alteraciones pueden clasificarse en clastogénicas y aneugénicas. 
Las clastogénicas, como los puentes cromosómicos (Fig. 19k), resultan 
de la ruptura física de cromosomas, generalmente provocada por agen-
tes que interfieren con la integridad del ADN. Por su parte, las aneugé-
nicas reflejan alteraciones en el huso mitótico y la segregación cromo-
sómica. Ejemplos de estas son las C-mitosis (Fig. 19a), los cromosomas 
viscosos (Fig. 19b), rezagados (Figura 19c), dispersos (Fig. 19d) y las 
divisiones multipolares (Fig. 19l), todas asociadas con agentes capaces 
de interferir en la organización y función del huso mitótico. 
	 Las células binucleadas (Fig. 19e) evidencian un fallo en la citocinesis 
al final del proceso mitótico. Las células gigantes (Fig. 19h), son típica-
mente poliploides y suelen derivarse de procesos de endorreduplica-
ción o endomitosis. Estas anormalidades reflejan eventos de duplica-
ción sin división.
	 Entre los eventos más relevantes para la evaluación de genotoxici-
dad está la presencia de micronúcleos. Estos pueden observarse tanto 
en anafase como en telofase (Fig. 19j), o bien en células ya estabilizadas 
en interfase (Fig. 19n). Su detección y cuantificación constituyen uno de 
los indicadores más sensibles del ensayo Allium cepa.
	 También es posible identificar gemas nucleares (Figs. 19f y 19g), que 
se manifiestan como extensiones nucleares pequeñas. Estas estructuras 
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pueden ser producto de intentos de eliminación de material genético 
dañado o excedente, y se han asociado con procesos de reparación o de 
respuesta a estrés genotóxico.
	 Cabe señalar que muchas de estas alteraciones —micronúcleos, ge-
mas, binucleación, puentes cromosómicos, entre otras— no se presen-
tan en condiciones normales en células de raíz F1 de Allium cepa. Su apa-
rición en tratamientos experimentales es indicativa de un efecto directo 
del agente evaluado sobre la estabilidad genética y la integridad celular. 
La precisión con la que estas estructuras pueden ser identificadas bajo el 

Figura 19. Alteraciones cromosómicas y nucleares observadas en células meristemáti-
cas de Allium cepa expuestas a agentes genotóxicos. Se muestran diferentes tipos de 
anormalidades: a) C-metafase; b) cromosomas viscosos; c) cromosoma rezagado; d) 
cromosomas dispersos; e) célula binucleada; f–g) gemas nucleares; h) célula gigante; 
i–j) micronúcleos observados en anafase y telofase, respectivamente; k) puente cro-
mosómico; l) división multipolar; m–n) células con micronúcleo en interfase. Estas 
alteraciones no se observan en células F1 de raíces normales y su presencia indica 
daño citogenético derivado de exposición a xenobióticos. Cortesía de la Dra. en C. 
Olivia Torres Bugarín.
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microscopio óptico hace de este modelo vegetal una herramienta pode-
rosa y de bajo costo para estudios de monitoreo ambiental, toxicología 
genética y evaluación de riesgo.
	 El ensayo Allium cepa se ha consolidado como una herramienta versá-
til, sensible y accesible para la evaluación de citotoxicidad y genotoxi-
cidad en contextos experimentales y ambientales. Su capacidad para 
evidenciar alteraciones en el ciclo celular, así como una amplia gama 
de anomalías cromosómicas y nucleares, lo convierte en un modelo de 
referencia tanto en estudios de laboratorio como en monitoreo de conta-
minantes ambientales. La observación sistemática de fases mitóticas, la 
cuantificación del índice mitótico y la identificación de biomarcadores 
como micronúcleos, gemas nucleares y divisiones aberrantes permiten 
establecer relaciones claras entre la exposición a xenobióticos y el daño 
genético inducido.
	 Además de su relevancia científica, la simplicidad metodológica, el 
bajo costo y la capacidad de detectar efectos agudos y subletales ha-
cen del ensayo Allium cepa una herramienta educativa poderosa, am-
pliamente utilizada también en la formación de estudiantes en genética, 
toxicología y ecología. En conjunto, sus características técnicas, inter-
pretativas y pedagógicas reafirman su valor en el estudio de los efectos 
de sustancias potencialmente peligrosas sobre los organismos vivos y el 
medio ambiente.
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