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Apoptose em células esfoliadas da mucosa bucal de indivíduos
ocupacionalmente expostos a agentes mutagênicos e carcinogênicos
Apoptosis in exfoliated cells from the oral mucosa of individuals occupationally
exposed to mutagenic and carcinogenic agents
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Resumo
As alterações indicativas de apoptose são potenciais marcadores genéticos na prevenção do câncer, uma vez que
apontam efeitos genotóxicos. Neste estudo, foram avaliadas as freqüências de alterações indicativas de apoptose
(picnose, cromatina condensada e cariorréxis) em células esfoliadas da mucosa oral de trinta indivíduos que lidam
com substâncias químicas em laboratórios acadêmicos de pesquisa das áreas de Ciências Biológicas, Químicas e
Farmacêuticas (grupo exposto-GE), comparando-as às obtidas em igual número de indivíduos sem história de
exposição ocupacional a mutágenos (grupo controle-GC). As alterações nucleares degenerativas indicativas de
apoptose foram significativamente mais freqüentes no GE (p< 0,0001). Esse resultado evidencia o efeito genotóxico
de compostos químicos utilizados na pesquisa acadêmica e aponta para riscos à saúde dos indivíduos que estão sob
este tipo de exposição ocupacional. Embora a maioria dos entrevistados tenha declarado uso de equipamento para
proteção individual e/ou coletiva, a elevada freqüência de apoptose observada no grupo exposto revela a necessidade
de implantação de programas de prevenção à exposição ocupacional nas universidades e supervisão do ambiente
de trabalho dos seus laboratórios de pesquisa nas áreas amostradas nesse estudo.
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INTRODUÇÃO

A exposição humana aos denominados agentes
mutagênicos, efetivos em causar danos ao material
genético, constitui uma das grandes preocupações no
mundo atual. Tais agentes estão relacionados com o
desenvolvimento de câncer, hoje considerado doença
genética, uma vez que resulta de alterações em genes
que controlam a proliferação e a diferenciação celular
(protooncogenes e genes supressores de tumor), ou de
alterações em genes comprometidos com os mecanismos
de reparo do DNA1,2,3.

O biomonitoramento de populações assim expostas
pode ser feito através do uso de diferentes testes
citogenéticos que avaliam os efeitos genotóxicos de
mutágenos através da detecção de danos
cromossômicos4,5,6 ou de fenômenos nucleares
degenerativos que indicam a ocorrência de apoptose7,8,9,10.

A apoptose é um processo geneticamente controlado
de morte celular, ocorrendo em condições normais para
eliminar células que não são mais necessárias ao
organismo, ou em resposta à injúria genotóxica11,12. Este
processo tem, assim, papel essencial como mecanismo
de proteção contra a carcinogênese por eliminar células
geneticamente danificadas13. O reconhecimento de que
o desenvolvimento de um tumor maligno envolve uma
quebra no balanço entre a proliferação celular e a morte
por apoptose é um dogma relativamente recente na
biologia celular6.

Por outro lado, a freqüência aumentada de alterações
celulares relacionadas à apoptose é indicativa de

Abstract
Alterations indicative of apoptosis are potential genetic markers in the prevention of cancer, since they point to
genotoxic effects. In this study, the frequencies of apoptotic alterations (pyknosis, condensed chromatin, and
karyorrhexis) in exfoliated cells of the oral mucosa were evaluated in two groups of 30 individuals each. The
exposed group consisted of individuals who handled chemical substances in university biology, chemistry, and
pharmacology research laboratories, and the control group included people with no history of occupational exposure
to these substances. Nuclear alterations indicative of apoptosis were significantly more frequent in the exposed
group (p< 0.0001). The result shows the genotoxic effect of chemical substances used in these areas of laboratory
research and highlights the health risks for individuals with such occupational exposure. Although the majority of
individuals in the exposed group reported using personal or collective protective equipment, the high frequency of
apoptosis in the exposed group shows the need for programs to prevent occupational exposure in university
laboratories, as well as for workplace supervision in such research facilities.
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genotoxicidade, apontando para a necessidade de
biomonitoramento de populações que estão expostas a
mutágenos e carcinógenos7,8. A análise dessas alterações, na
avaliação dos efeitos genotóxicos da exposição a mutágenos
físicos e químicos, tem se mostrado mais efetiva do que a
análise de micronúcleos9,10,14,26. Segundo Tolbert et al.8, a
apoptose induzida por genotoxicidade pode ser um
importante marcador da resposta a eventos da iniciação,
relacionada ao processo de transformação maligna.

Fragmentação do núcleo (cariorréxis), condensação
da cromatina e picnose são as alterações nucleares
indicativas de apoptose7,8,15. Tais alterações são bem
visualizadas em células esfoliadas da mucosa oral,
consideradas ferramentas efetivas para o
biomonitoramento de populações expostas16.

Populações que são ocupacionalmente expostas a
mutágenos têm merecido especial atenção dada a
constância com que ocorre tal exposição, situação que
é agravada nos indivíduos que adicionalmente são
fumantes e/ou usuários de bebidas alcoólicas17,18,19.

O hábito de fumar é o fator de risco para
desenvolvimento do câncer bucal mais consistentemente
apontado, particularmente quando associado à ingestão
de bebidas alcoólicas18. A sinergia entre o hábito de
fumar e a ingestão de bebidas alcoólicas na indução de
tumores das vias aéreas superiores e do trato digestivo
está bem documentada na literatura epidemiológica20.

Neste estudo, foi avaliada a freqüência de alterações
nucleares indicativas de apoptose em indivíduos
ocupacionalmente expostos a substâncias químicas em
laboratórios de pesquisas biológicas, químicas e farmacêuticas.
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MÉTODOS

CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA
A amostra incluiu 60 indivíduos distribuídos em dois

grupos: grupo exposto (GE) constituído por 30
indivíduos que lidam com substâncias químicas usuais
nos laboratórios de pesquisa instalados nos Institutos
de Farmácia, Biologia e Química da Universidade
Federal da Bahia, e no Departamento de Ciências
Biológicas da Universidade Estadual de Feira de Santana
e grupo controle (GC), constituído por 30 indivíduos
sem história de exposição a genótoxicos que trabalham
nos Institutos de Matemática e Letras, Escola de Dança,
Faculdade de Educação da Universidade Federal da Bahia
e em órgãos administrativos da Universidade Estadual
de Feira de Santana.

A caracterização da amostra foi realizada pela aplicação
de questionário contendo indagações a respeito de idade,
sexo, hábitos de fumar e ingerir bebidas alcoólicas e
exposição a produtos químicos e radiação.

Em relação ao hábito de fumar, foram considerados
fumantes os indivíduos que fumavam regularmente pelo
período de um ano ou mais e não-fumantes os abstinentes
do hábito por no mínimo cinco anos e, evidentemente,
aqueles que nunca fizeram uso do cigarro. Os indivíduos
que não se enquadraram nestes critérios foram excluídos
do estudo. Foram classificados como indivíduos que
faziam ingestão de bebidas alcoólicas aqueles que bebiam
pelo menos uma vez por semana.

PREPARAÇÕES CITOLÓGICAS
As células da mucosa bucal, coletadas dos indivíduos

expostos e controles, foram obtidas mediante raspagem
gentil da mucosa utilizando lâminas para análise
microscópica que foram previamente esterilizadas. O
material assim coletado foi submerso em 8 ml de solução
de soro fisiológico (NaCl a 0,9%) e processado de
acordo com protocolos sugeridos por Stich et al.21 e
Gattás et al.22. Após 24 horas, as preparações foram
coradas de acordo com o método de Feülgen e
Rossenbeck e contra-coradas com fast green a 1% em
álcool absoluto por 1 minuto. Toda a análise foi realizada
por um único observador, em teste cego, com relação
aos dados do questionário. Um mínimo de 1000 células
foi considerado adequado para análise, sendo
computadas por campo todas as células distintamente
individualizadas, com citoplasma íntegro, apresentando
ou não alterações indicativas de apoptose10. Os critérios
adotados para identificação das alterações indicativas
de apoptose foram os descritos por Tolbert et al.8, sendo
a apoptose inferida pelo somatório de cariorréxis,
cromatina condensada e picnose. A cariorréxis foi

identificada pela presença de inúmeros corpúsculos
Feülgen positivos, revelando a ocorrência de
fragmentação nuclear. As células apresentando cromatina
anormalmente distribuída (ao redor da superfície interna
do núcleo, concentrada no centro deste ou disposta em
granulações grosseiras) foram computadas como
cromatina condensada. A condensação extrema da
cromatina, associada à redução substancial do tamanho
nuclear, foi indicativa de picnose.

ANÁLISE ESTATÍSTICA
A avaliação da diferença entre os grupos relativa à

idade foi realizada com uso do teste t de Student.
Diferenças entre os grupos, quanto ao sexo e aos hábitos
de fumar e/ou ingerir bebidas alcoólicas, foram avaliadas
com o uso do teste de qui-quadrado. A análise relativa à
ocorrência de alterações indicativas de apoptose foi
realizada utilizando o teste condicional para comparação
de proporções em situações de eventos raros23. Em todas
as análises, o nível de significância adotado foi de 5%.

ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA
O projeto da pesquisa foi previamente aprovado pela

Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP,
parecer 1120/2002).

RESULTADOS

CARACTERÍSTICAS DA AMOSTRA
As médias de idade obtidas, nos grupos exposto (c =

31,13) e controle (c = 38,30), não foram significativamente
diferentes: t = 0,564; G.L. = 58; p> 0,05. Não foi também
observada diferença quando avaliada a distribuição de
homens e mulheres entre os grupos exposto (17 mulheres
e 13 homens) e controle (18 mulheres e 12 homens): c2 =
0,326; G.L. = 1; p> 0,20.

No grupo exposto, 5 indivíduos foram classificados
como fumantes e 25 como não-fumantes. O grupo controle
foi constituído por 10 pessoas fumantes e 20 não-fumantes.
Dez indivíduos do grupo exposto e 9 do grupo controle
informaram ingerir bebida alcoólica. O teste de qui-
quadrado revelou não haver diferença no número de
indivíduos fumantes e que ingeriam bebidas alcoólicas entre
os grupos (p> 0,10 e p> 0,70; respectivamente). Entretanto,
em cada grupo, a quantidade de cigarros consumidos por
dia foi maior entre os homens, além destes referirem, mais
freqüentemente, hábito de ingerir bebidas de maior teor
alcoólico, como uísque e vodca do que as mulheres, entre
as quais a bebida mais freqüente foi  a cerveja.

As informações obtidas no questionário revelaram que
a grande maioria dos  indivíduos do grupo exposto estava
sujeita, no ambiente de trabalho, a mais de um tipo de
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composto químico (Tabela 1). Apenas 1 indivíduo referiu
exposição exclusiva à naftalina. Não foram informadas
outras formas de exposição a genotóxicos. A maioria
dos indivíduos expostos (90%) informou utilizar
equipamento para proteção individual (luva, guarda-pó,
óculos e máscara) e coletiva (capela) no manuseio dos
compostos químicos. Apenas 3 pessoas manuseavam as
substâncias sem proteção.

TTTTTabela 1.abela 1.abela 1.abela 1.abela 1. Substâncias encontradas nos laboratórios de pesquisa
visitados

ANÁLISE CITOLÓGICA
Os resultados referentes à análise das células sem

alterações e daquelas apresentando alterações nucleares
degenerativas indicativas de apoptose (cariorréxis,
picnose e cromatina condensada - figuras 1, 2 e 3,
respectivamente) são apresentados na Tabela 2.

A avaliação da ocorrência de apoptose (inferida pelo
somatório de cariorréxis, picnose e cromatina

TTTTTabela 2. abela 2. abela 2. abela 2. abela 2. Freqüência de apoptose e dos endpoints analisados nos grupos

a Σ Cromatina condensada, cariorréxis, picnose
b p<0,0001
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Figura 1.Figura 1.Figura 1.Figura 1.Figura 1. Fotomicrografia de uma preparação de células esfoliadas
da mucosa oral corada pelo método Feülgen/Fast-green. Célula
apresentando cariorréxis. Aumento 1000X. Microscópio Zeiss

Figura 2. Fotomicrografia de uma preparação de células esfoliadas
da mucosa oral corada pelo método Feülgen/Fast-green. Célula
apresentando picnose. Aumento 1000X. Microscópio Zeiss

condensada) revelou que este fenômeno foi
significativamente mais freqüente no grupo exposto (p<
0,0001). A apoptose foi também significativamente maior
entre os indivíduos expostos que informaram não ingerir
bebidas alcoólicas e/ou fumar quando comparados com
controles abstêmios (p<0,0001, Tabela 3).

Nos indivíduos que faziam uso do cigarro e/ou de
bebida alcoólica, em ambos os grupos amostrais, a
ocorrência de apoptose foi maior entre os que fumavam
e/ou bebiam (p< 0,0001, Tabela 4) e foi, também,
significativamente maior entre os homens (p< 0,001).



DISCUSSÃO

As alterações nucleares indicativas de apoptose
induzidas por agentes genotóxicos são consideradas por
Tolbert et al.8 como  potenciais marcadores do processo
de iniciação da transformação maligna. A identificação
de tais alterações, segundo Fenech24, é relevante para
uma acurada descrição do mecanismo de ação desses
agentes e da sensibilidade celular a seus efeitos.

A apoptose é um fenômeno biológico importante
em diversos processos vitais e em inúmeras doenças16

e, portanto, fundamental para o desenvolvimento normal
e homeostase dos tecidos, eliminando células não mais

TTTTTabela 4. abela 4. abela 4. abela 4. abela 4. Apoptose nos grupos (GE e GC) em função dos hábitos de fumar e/ou beber

a Σ Cromatina condensada, cariorréxis, picnose
b p<0,0001
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Figura 3. Figura 3. Figura 3. Figura 3. Figura 3. Fotomicrografia de uma preparação de células esfoliadas da
mucosa oral corada pelo método Feülgen/Fast-green. Célula apresentando
cromatina condensada. Aumento 1000X. Microscópio Zeiss

TTTTTabela 3. abela 3. abela 3. abela 3. abela 3. Apoptose nos indivíduos sem história de exposição ao
cigarro e/ou álcool dos grupos controle (GC) e exposto (GE)

a Σ Cromatina condensada, cariorréxis, picnose
b p<0,0001

necessárias ou aquelas geneticamente danificadas25.
A análise da ocorrência de alterações nucleares

relacionadas à apoptose tem sido realizada isoladamente
ou em concomitância com a avaliação da freqüência de
danos cromossômicos. Cerqueira et al.10 relataram maior
ocorrência de apoptose, mas não de micronúcleos, em
células esfoliadas da mucosa oral de indivíduos
submetidos a radiografias panorâmicas. Empregando a
mesma metodologia, Torres-Bugarin9 e Freitas14

obtiveram resultados semelhantes, apontando para a
maior susceptibilidade da resposta apoptótica em
evidenciar a ação de agentes genotóxicos.

As alterações nucleares degenerativas indicativas de
apoptose observadas neste estudo foram
significativamente mais freqüentes no grupo exposto.
Este resultado evidencia o efeito genotóxico de
compostos químicos utilizados na pesquisa acadêmica
e aponta para riscos à saúde dos indivíduos que estão
sob este tipo de exposição ocupacional.

Os efeitos genotóxicos dessa exposição ficam bem
evidenciados quando feita  a comparação da ocorrência
de apoptose entre os indivíduos expostos e controles que
informaram não serem fumantes ou usuários de bebidas
alcoólicas. A maior freqüência de apoptose observada
nos expostos abstêmios fortemente sugere sua associação
com a exposição aos genotóxicos no ambiente de trabalho.

Efeitos adicionais dos hábitos de fumar e/ou de
ingerir bebidas alcoólicas foram também evidenciados,
uma vez que a freqüência de apoptose foi maior entre
os expostos que informaram esses hábitos do que entre
expostos abstêmios de ambos os hábitos. Santos26,
avaliando os efeitos do hábito de fumar em agricultores
expostos a agrotóxicos, relatou uma maior freqüência
de apoptose entre expostos fumantes, quer quando feita
comparação com não-fumantes expostos ou
comparando-os com fumantes do grupo controle.

A indução de apoptose em função exclusivamente dos
hábitos de fumar e/ou de ingerir bebidas alcoólicas foi
também detectada. Controles abstêmios apresentaram uma
freqüência significativamente menor de apoptose do que a
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observada nos controles dos que fumavam e/ou bebiam.
O potencial carcinogênico dos produtos da

combustão do tabaco, provavelmente, se deve à indução
de mutações que, acontecendo em genes que codificam
proteínas envolvidas com o controle da proliferação e
diferenciação celular, ou com os mecanismos de reparo
do DNA, levam à transformação maligna. Os efeitos
genotóxicos do etanol, presente nas bebidas alcoólicas,
e de seu principal metabólito, o acetaldeído, têm sido
analisados em sistemas in vivo e in vitro. Em células
humanas e de outros mamíferos, in vitro, o etanol induz
mutação gênica e trocas entre cromátides irmãs em
linfócitos humanos na presença da enzima álcool
desidrogenase19. Os resultados obtidos, no presente
estudo, sugerem que componentes do cigarro, associados
a metabólitos do álcool, atuem na indução da via
apoptótica. Esses resultados também revelam que as
alterações nucleares indicativas de apoptose são
excelentes indicadores de injúria celular induzida pelo
álcool e por agentes mutagênicos e/ou carcinogênicos
presentes na fumaça do cigarro.

A ocorrência de apoptose entre homens e mulheres,
em cada grupo amostral, foi estatisticamente mais
elevada nos indivíduos do sexo masculino.
Possivelmente, este resultado se deve ao maior número
de cigarros consumidos por dia  e ao maior teor
alcoólico das bebidas consumidas, ambos pelos homens.
Estudos objetivando especificamente avaliar os efeitos
genotóxicos desses hábitos poderão resultar em dados
mais conclusivos a este respeito.

As pessoas que manipulam compostos químicos no
seu ambiente de trabalho, em geral, estão expostas a
diversos deles, ainda que não tenham contato direto, o
que dificulta a avaliação isolada dos efeitos mutagênicos
de um dado composto. Assim, a maioria dos estudos
nesta linha de pesquisa tem investigado a ação
mutagênica de uma "mistura" de compostos27,28.

É importante destacar que, embora a maioria dos
entrevistados tenha declarado uso de equipamento para
proteção individual e/ou coletiva, a elevada freqüência
de apoptose observada no grupo exposto aponta para a
necessidade de implantação de programas de prevenção
à exposição ocupacional nas universidades e supervisão
do ambiente de trabalho dos seus laboratórios de
pesquisa nas áreas amostradas por esse estudo.
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