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Micronúcleo (MN) é um núcleo adicional
e separado do núcleo principal de uma célu-
la, formado por cromossomos ou fragmento
de cromossomos que não são incluídos no
núcleo principal durante a mitose (RIEGER,
1968; SCHMID, 1975; RAMIREZ; SALDA-
NHA, 2002). Sua formação se deve a altera-
ções estruturais cromossômicas espontâneas
ou decorrentes de fatores ambientais (RIE-
GER, 1968) ou, ainda, a falhas no fuso mi-
tótico, sendo, portanto, excluído do novo nú-
cleo formado na telófase. Os MNs podem ser
únicos ou múltiplos e segundo Tolbert; Shy
e Allen (1992) devem preencher os seguin-
tes critérios:

1. Estrutura da cromatina similar e in-
tensidade de cor semelhante ou mais fraca
do que a do núcleo principal;

2. Borda evidente, sugerindo membrana
nuclear;

3. Ter formato arredondado;
4. Localização intracitoplasmática;
5. Diâmetro menor do que 1/5 do nú-

cleo principal;
Os critérios 1, 2 e 3 tem a intenção de ex-

cluir das contagens estruturas não relaciona-
das a dano genotóxico, como os grânulos de
ceratohialina, que aparecem em células esfoli-
adas em função do processo de maturação epi-
telial, especialmente em tecidos ceratinizados
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ou parcialmente ceratinizados como a mucosa
bucal (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992).

Embora os mecanismos de reparo celu-
lar sejam extremamente eficientes, a sensi-
bilidade da estrutura cromossômica permite
a atuação de agentes clastogênicos e aneu-
gênicos durante a mitose e a meiose. Agen-
tes clastogênicos são aqueles capazes de pro-
vocar quebra cromossômica, enquanto aneu-
gênicos são aqueles que podem interferir no
fuso mitótico (SARTO et al., 1987; BLO-
CHING et al., 2000; MAJER et al., 2001;
SERRANO-GARCIA; MONTERO-MON-
TOYA, 2001; RAMIREZ; SALDANHA,
2002). A atuação desses agentes, dentre
outras formas, é responsável pela origem das
aberrações cromossômicas estruturais e nu-
méricas. Quando essas aberrações ocorrem
em células somáticas, podem levar à forma-
ção de uma neoplasia (RAMIREZ; SALDA-
NHA, 2002).

A presença de MNs em células esfoliadas
da mucosa bucal reflete os eventos genotóxi-
cos que ocorreram em células que estavam
na camada basal do epitélio 1-3 semanas an-
tes da obtenção dos esfregaços (STICH; RO-
SIN, 1983). A detecção de MNs em citologia
esfoliativa deve ser interpretada como resul-
tante da exposição recente a carcinógenos
(BLOCHING et al., 2000) ou o reparo frente

a erros espontâneos durante a duplicação do
DNA. Existe uma grande variação inter-indi-
vidual (de até 17 vezes) na ocorrência de MNs.
Isso pode ser reflexo de fatores genéticos ou
da ação de agentes genotóxicos não identifi-
cados (STICH; ROSIN, 1983).

As causas dessa variabilidade não estão
claras e são necessários mais estudos a fim
de entendê-las. Ainda assim, o aumento da
fMNs  em estudos controlados deve ser en-
carado como reflexo da atuação de agentes
clastogênicos/genotóxicos.

Outras alterações nucleares chamadas
metanucleares podem ser identificadas quan-
do se estuda MNs.  Tolbert; Shy e Allen
(1992) propuseram, que as mesmas também
fossem levadas em conta na medida em que
representam diferentes fenômenos celulares
degenerativos e/ou adaptativos próprios do
tecido epitelial. Esses fenômenos sofrem in-
fluência de processos inflamatórios, do pro-
cesso de reparo e até mesmo da intensidade
da raspagem. Essas alterações, às vezes, se
assemelham morfologicamente aos MNs, e
não considerá-las poderia levar a interpreta-
ções incorretas (SARTO et al., 1987; TOL-
BERT; SHY; ALLEN, 1992; CASARTELLI
et al., 2000).

As alterações descritas por Tolbert; Shy
e Allen (1992) são as seguintes (Figura 1):
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Figura 1 - Figura 1 - Figura 1 - Figura 1 - Figura 1 - Desenho esquemático destacando o aspecto morfológico das alterações
metanucleares (Adaptado por Bohrer, 2003 a partir de Tolbert, Shy, Allen, 1992).

- Cromatina condensada/núcleo picnó-
tico – Correspondem ao aumento de
intensidade da coloração do núcleo e
redução de volume respectivamente.
São fenômenos próprios da diferen-
ciação e maturação epitelial, proces-
so que culmina com a morte celular
e descamação. Sua ocorrência au-
menta frente à injuria celular, como
a resultante do trauma crônico ou
consumo de fumo.

- Células binucleadas - Células apre-
sentando dois núcleos. Provavelmente
não relacionadas a alterações do
DNA, mas parecem estar envolvidas
com atraso da divisão celular.

- Cariorrexe - Fragmentação do núcleo
em pequenos corpos arredondados ou
ovalados dentro do citoplasma intac-
to. É uma das etapas da morte celu-
lar, seja por apoptose, seja por ne-
crose.

- Cariólise - Dissolução do núcleo ca-
racterizada pela sua ausência. Etapa
do processo de morte celular por ne-
crose.

- “Broken Egg” (BE) ou brotos nucle-
ares – Corpos arredondados de colo-
ração semelhante a do núcleo, lem-
brando um MN, porém mantendo-se
ligado ao núcleo por um filamento de
cromatina. O significado de sua pre-
sença permanece incerto, mas segun-
do alguns autores os BE poderiam ser

precursores dos MN (MITCHELL;
NORMAN, 1987). Essa hipótese se
sustenta na constatação de que uma
baixa fMN e BE são observadas em
células de indivíduos normais e de
que as mesmas aumentam em taxas
similares com tratamento ou exposi-
ção à com agentes genotóxicos. (SER-
RANO-GARCIA; MONTERO-MON-
TOYA, 2001).
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Uma série de técnicas podem ser utiliza-
das para estudar MNs, destacando-se a cul-
tura de células e a citologia esfoliativa.

A utilização da citologia esfoliativa a par-
tir de raspado de mucosas é uma técnica
barata e simples quando comparada a cultu-
ra de células, o que permite o estudo em
âmbito populacional (MAJER et al., 2001;
AYYAD et al., 2006).  O emprego do teste
de MNs em células esfoliadas pode ser utili-
zado como dosímetro interno de dano em
tecidos específicos (KARAHALIL et al.,
1999). O epitélio bucal está em constante
contato com agentes ambientais (genotóxi-
cos), portanto é um sítio alvo importante para
substâncias tóxicas inaladas ou ingeridas.

As células descamadas da mucosa bucal
podem ser obtidas através de raspagem com
o auxílio de espátulas de madeira, de plásti-
co ou de cytobrushes (STICH; CURTIS;
PARIDA, 1982; SARTO et al., 1987). Ti-

tenko-Holland et al.(1996) recomendam que
se faça um bochecho prévio às coletas no
sentido de se remover bactérias ou debris
celulares que podem comprometer as leitu-
ras. A solução utilizada para estoque das
células deve ser a mais inerte possível como,
por exemplo, a solução salina 0,9% ou uma
solução tampão em pH neutro (7,0).Este é
um método de coleta já validado, que per-
mite a obtenção de um alto número de célu-
las viáveis de forma não invasiva e bem tole-
rada pelo paciente (SARTO et al., 1987;
CASARTELLI et al., 2000; CHEN et al,
2006).

Diferentes colorações permitem a identi-
ficação de micronúcleos. A técnica de Feul-
gen é a mais comumente empregada, sendo
específica para o DNA que é corado em rosa.
Pode ser associada à contra-coloração com
Fast Green (SARTO et al., 1987; KARAHA-
LIL et al., 1999; GATTAS et al., 2001), o
que aumenta o contraste. A técnica de Feul-
gen é a mais indicada quando se tem como
objetivo a quantificação de DNA, pois per-
mite análise de ploidia e fração proliferativa
(CHIECO; DERENZINE, 1999).

A coloração de May-Grünwald/Giemsa
(MGG) vem sendo bastante utilizada para a
identificação de MNs, pois tem custo mais
baixo que a técnica de Feulgen. Esta colora-
ção possibilita uma boa visualização do nú-
cleo (Figura 2), sendo amplamente utilizada
em exames de células sangüíneas, porém não
é específica para a marcação de DNA (NER-
SESYAN et al., 2006).

Segundo Nersesyan et al. (2006) a utili-
zação da técnica de MGG implica um risco
elevado de falso-positivo, pois as alterações
metanucleares ou mesmo os grânulos de ce-
rato-hialina podem ser interpretados errone-
amente como MNs. Essa consideração é es-
pecialmente importante quando se trabalha
com células esfoliadas de boca, onde a cera-
tinização pode ser tanto processo fisiológico
quanto uma característica adaptativa frente
a agressões. Esses autores enfatizam que a
avaliação de lâminas coradas com MGG deve
ser bastante criteriosa, sendo recomendada
preferencialmente a profissionais com expe-
riência pregressa em avaliação de  MNs com
técnicas específicas para DNA. Outra alter-
nativa é a coloração de Papanicolaou, pois
permite a visualização dos MNs, ainda que
seja uma coloração menos específica que as
citadas anteriormente (ROBERTS, 1997).
Contudo Ayyad et al. (2006), ao compara-
rem esta técnica com a de MGG encontra-
ram resultados satisfatórios afirmando inclu-
sive que a técnica de Papanicolaou tornou a
leitura das lâminas mais fácil, recomendan-
do sua utilização para estudos de campo.

A identificação de MNs também pode ser
feita por meio de técnicas que utilizam mar-
cadores fluorescentes (MOORE et al., 1993),
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Figura 2 - Figura 2 - Figura 2 - Figura 2 - Figura 2 - Fotomicrografia de célula esfoliada da mucosa da borda da língua de paciente
não exposto aos fatores de risco ao desenvolvimento de câncer de boca, indicando o citoplasma
(C), o núcleo (N), micronúcleos (*) e grânulos de ceratohialina (setas). Lâmina corada com
MGG. Fonte: Laboratório de Patologia Bucal-Faculdade de Odontologia/UFRGS.

aos quais se atribui uma melhor capacidade
de diferenciação das aberrações geradas por
quebra cromossômica (agentes clastogênicos)
daquelas que ocorrem por alteração do fuso
mitótico (agentes aneugênicos).

Os estudos mostram uma diversidade
considerável quanto ao número de células
avaliadas, que vão de 500 (STICH; ROSIN,
1983), 1000 (STICH; CURTIS; PARIDA,
1982; DESAI et al., 1996; BLOCHING et
al., 2000) até mais de 1000 células por lâ-
mina (SARTO et al., 1987; TOLBERT; SHY;
ALLEN, 1992; BELIEN et al., 1995; KA-
RAHALIL et al., 1999; GATTAS et al.,
2001). Isso pode ser uma das fontes dos re-
sultados controversos, pois, em indivíduos
saudáveis não expostos a agentes genotóxi-
cos, os MNs aparecem na proporção de apro-
ximadamente 1-3 por 1000 células nuclea-
das. Diante desta constatação, seria impor-
tante que houvesse uma padronização do
número de células a ser avaliado, permitin-
do que a comparação entre os estudos fosse
realizada (BELIEN et al., 1995).

A quantificação dos MNs pode se dar pelo
número total de MNs/número de células ava-
liadas por indivíduo,  pela freqüência de cé-
lulas micronucleadas (fMN) ou pela média
de MNs por célula. Segundo Gattas et al.
(2001) o número total de MNs é a forma
mais recomendada para se avaliar as varia-
ções decorrentes da ação de agentes genotó-
xicos.
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O estilo de vida é responsável pela expo-
sição a agentes que produzem 80% das neo-
plasias (MAJER et al., 2001). Picker e Fox
(1986) demonstraram haver uma relação di-
reta entre aumento da ocorrência de MNs  e
consumo de alimentos condimentados com
curry .

Stich; Curtis e Parida (1982) fizeram a aná-
lise dos micronúcleos em raspados da mucosa
bucal de indivíduos fumantes. Este estudo e
outros que o seguiram demonstraram que o
consumo de fumo em suas diferentes formas
provoca um aumento do número de MN (STI-
CH; CURTIS; PARIDA, 1982; SARTO et al.,
1987; TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992;
SUHAS et al., 2004), o que se justifica pela
elevada variedade de carcinógenos presentes.
Entretanto, alguns autores não encontraram
essa relação (KARAHALIL et al., 1999), o que
pode ser reflexo de questões metodológicas
como quantidade de cigarros consumida pelos
indivíduos fumantes, critérios de avaliação ou,
até mesmo, diferenças na capacidade de res-
posta das diferentes populações. Diante do que
mostra a literatura, pode-se sugerir que o mai-
or consumo de fumo (20 cigarros/dia) provoca
dano irreversível em um maior número de cé-
lulas, tornando presentes alterações como ca-
riorrexe, cariólise, cromatina condensada e pic-
nose, em detrimento da diminuição da fMNs
(SARTO et al., 1987).

Há estudos mostrando que o uso de ta-
baco provoca um aumento da fMN, especi-
almente quando associado ao consumo de
etanol, havendo um efeito sinérgico que po-
tencializa o aparecimento dos MNs (STICH;
ROSIN, 1983). Reis et al. (2002) estuda-
ram células esfoliadas da mucosa clinicamen-
te normal de indivíduos alcoolistas observan-
do que isoladamente o álcool também pro-
voca um aumento da fMNs.

A avaliação dos MNs é um instrumento
útil também no monitoramento de indivídu-
os expostos a agentes genotóxicos de nature-
za ocupacional ou ambiental (SARTO et al.,
1987). Indivíduos expostos ao formaldeído
(TITENKO-HOLLAND et al., 1996), a hi-
drocarbonetos policíclicos aromáticos (KA-
RAHALIL et al., 1999) operadores de bom-
bas de postos de combustíveis em contato
com metanol (GATTAS et al., 2001) mos-
traram aumento do número de micronúcle-
os nas células bucais esfoliadas. Chen et al.
(2006) demonstraram haver uma relação
direta no aumento da fMNs e dos níveis de
ozônio em residentes de cidades com varia-
ção sazonal na proporção atmosférica deste
gás.

Stich e Rosin (1983) recomendam o tes-
te dos MNs como método de avaliação do
efeito de agentes quimioprotetores em paci-
entes expostos aos fatores de risco ao desen-
volvimento de carcinoma de boca.

Alguns autores buscaram relacionar a
ocorrência de MNs com o risco para desen-
volvimento ou recorrência de carcinomas
espinocelulares de boca. Ramirez e Salda-
nha (2002) observaram aumento da fMNs
nas células bucais esfoliadas da mucosa ad-
jacente à carcinomas de pacientes alcoolis-
tas quando comparados aos da mucosa clini-
camente normal do sítio contralateral ou aos
da mucosa gengivo-labial. Bloching et al.
(2000) e Casartelli et al. (2000) tiveram acha-
dos similares em raspados de carcinomas
quando comparados a lesões pré-malignas e
nessas quando comparadas à mucosa nor-
mal.

Por outro lado, ao contrário do que se
poderia esperar, de Carvalho et al. (2002)
não encontraram relação entre MN e evolu-
ção clínica de pacientes tratados de carcino-
ma de boca ou de faringe.

Ainda que tenham encontrado resultados
que podem atribuir aos MNs um valor predi-
tivo no que diz respeito à cancerização, Ca-
sartelli et al. (2000) sugerem que a sua ava-
liação não deve ser utilizada isoladamente
como marcador de alterações pré-malignas
que podem progredir para carcinomas, pois
as distribuições e fMNs variam muito indivi-
dualmente. Até mesmo a intensidade de for-
ça empregada durante as raspagens poderia
ser uma das fontes de variabilidade, pois é
um aspecto de difícil padronização.  Em fun-
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ção disso, sugerem que outros marcadores
sejam explorados na intenção de utilizá-los
em combinação com a técnica dos MNs a
fim de se obter um maior valor preditivo.

Fenech et al. (1999) apontam que a uti-
lização da técnica dos MNs em células esfo-
liadas de diferentes tecidos é um campo pro-
missor, mas chamam a atenção para neces-
sidade da padronização dos protocolos,  da
comparação dos resultados de diferentes la-
boratórios e do estudo desse fenômeno nos
diferentes tecidos, a fim de que sejam en-
contradas as fontes da variabilidade dos re-
sultados.

Como o período de renovação do epité-
lio bucal é de aproximadamente 25 dias
(SQUIER; FINKELSTEIN, 1998), a forma-
ção de MNs deve ser considerada um dano
citogenético agudo e local (SUHAS et al.,
2004). Estudos longitudinais de análise da
genotoxicidade de diferentes agentes ambi-
entais ou iatrogênicos deveriam ser conduzi-
dos, a fim de determinar se os danos gera-
dos são pontuais e transitórios ou incorpora-
dos e mantidos ao longo das divisões celula-
res, o que se somaria à teoria da carcinogê-
nese, que pressupõe danos cumulativos
(SUHAS et al., 2004).

Fatores como idade e sexo influenciam a
ocorrência de MNs e devem ser considera-
dos como variáveis nas pesquisas quando se
compara grupos experimentais (FENECH,
2002). Fenech; Rinaldi (1994) chamam a
atenção para o fato de a deficiência de folato
e vitamina B12 provocarem um aumento da
fMN. Dessa forma o estado nutricional deve-
ria ser considerado nos estudos como um dos
possíveis fatores de interferência nos resul-
tados.

O teste de MNs é uma técnica rápida,
eficiente e econômica usada como indicador
de genotoxicidade, permitindo análises quan-
titativas  da ação de agentes genotóxicos.
Além disso, sua análise em células esfolia-
das contribui para avaliação citomorfológica
das alterações genotóxicas diretamente na
região afetada pelo agente estudado (AYYAD
et al., 2006).

CONSIDERAÇÕES FINAISCONSIDERAÇÕES FINAISCONSIDERAÇÕES FINAISCONSIDERAÇÕES FINAISCONSIDERAÇÕES FINAIS
A formação de MNs é uma das formas

que o organismo dispõe para se adaptar ao
dano gerado por agentes exógenos ou endó-
genos mantendo a célula viável. Embora o
aumento da fMNs seja usualmente decorrente
da ação de agentes genotóxicos, sua ocor-
rência não deve ser interpretada como um
evento necessariamente negativo. Os estudos
que mostram uma relação inversa entre MNs
e alterações metanucleares, como cariólise e
cariorrexe (RAMIREZ; SALDANHA, 2002),
sustentam essa hipótese, na medida em que
essas alterações estão relacionadas à morte
celular.

O aumento da fMNs não necessariamen-
te se traduz na possibilidade de predizer a
possibilidade de tranformação maligna, na
medida em que a técnica não permite avali-
ar a importância dos fragmentos quebrados
para a linhagem celular avaliada, tão pouco
se o DNA presente no MN pode ou não ser
transcrito. Por outro lado, se houver exposi-
ção sucessiva a agentes genotóxicos a capa-
cidade de reparo do organismo fatalmente
será suplantada, o que pode levar a fenôme-
nos degenerativos capazes de gerar morte
celular ou danos cumulativos no sentido da
transformação maligna.

O teste dos MNs nas células descamadas
do epitélio bucal é de grande aplicabilidade
para o acompanhamento de pacientes de ris-
co para câncer bucal e de análise do impac-
to de determinados agentes genotóxicos,
como o fumo e o álcool na mucosa bucal.
Além disso, o teste dos MNs parece ser uma
ferramenta apropriada para identificar no-
vos agentes ambientais tóxicos, informando
a respeito da possibilidade de os mesmos
serem genotóxicos.

ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT
The aim of this study is to summarise the

literature on micronucleus assay, explaining
its meaning and its application in exfoliated
oral mucosal cells. Micronuclei (MN) is an
extra nuclei, originated from chromosome frag-
ments or whole chromosomes that are not in-
cluded in the main nuclei during mitosis. MNs
arise from spontaneous genetic damage or are
induced by genotoxic agents. MN analysis has
been used as an important tool to biomonito-
re populations exposed to life-style agents.
Studies demonstrate that tobacco and alcohol
users, as well as occupationally exposed groups
present increased number of MNs in  exfolia-
ted oral mucosa cells. Despite the fact that the
role of MN frequency has not yet been fully
understood, the MNs assay is considered to
be an effective biomarker of oral squamous
cell carcinoma risk factors effects.
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