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RESUMO

Objetivo: Analisar a genotoxicidade e a citotoxicidade produzidas
por raios X no epitélio da mucosa oral de criancas durante a
obtencdo da radiografia panoramica.

Métodos: A amostra foi constituida por 30 criancas saudaveis,
sendo 19 do sexo feminino e 11 do masculino, com faixa etaria
de 4a10anos (médiade 7 anos de idade). As células epiteliais da
mucosa oral foram coletadas por meio de citologia esfoliativa em
base liquida imediatamente antes e apds sete dias da obtencao
da radiografia panordmica. Os esfregacos foram processados e
corados utilizando a técnica de Feulgen Rossenbeck modificada.
Foram analisadas e quantificadas projecdes nucleares dos tipos
bude broken egg, alteracoes genotdxicas na forma de microntcleo
e alteracoes citotoxicas dos tipos picnose, caridlise e cariorrexe.
Resultados: A frequéncia de picnose, bud e broken egg foi
significativamente maior ap6s a exposicao aos raios X (p<0,05),
porém nao houve diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao sexo, bem como nas demais alteracoes estudadas.
Conclusoes: A exposicdo aos raios X emitidos durante a obtencao
da radiografia panoramica pode induzir a morte celular no epitélio
da mucosa oral de criancas. Nao foi encontrado indicio significativo
de efeito genotoéxico.

Palavras-chave: Anormalidades induzidas por radiacdo;
Genotoxicidade; Criancas.

ABSTRACT

Objective: To assess the genotoxicity and cytotoxicity produced
by X-raysin the epithelium of the oral mucosa of infants exposed
to panoramic radiography.

Methods: The sample consisted of 30 healthy children,
19 females and 11 males, ranging in age from 4 to 10 years
(average of 7 years of age). Oral mucosa cells were collected
by liquid-based cytology immediately before and after seven
days following the exposure to panoramic radiography.
Smears were processed and stained using the modified
Feulgen Rossenbeck technique. Bud and broken egg nuclear
projections, changes in the form of micronuclei, and genotoxic
and cytotoxic changes of pyknosis, karyorrhexis and karyolysis
were analyzed and quantified.

Results: The frequency of pyknosis, buds and broken eggs was
significantly higher after exposure to X-rays (p<0.05), but there
was no statistically significant difference regarding gender, as
well as in the other changes studied.

Conclusions: Exposure to X-rays emitted during submission to
panoramic radiography may induce cell death in the epithelium
of children’s oral mucosa. No evidence was found for a significant
genotoxic effect.

Keywords: Radiation induced abnormalities; Genotoxicity;
Children.
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INTRODUCAO

A radiagio ionizante pode induzir citotoxicidade,'” genotoxi-

101" em tecidos humanos. Baixas doses

cidade’ e carcinogénese
de radiagio, como a emitida durante a obtengio da radiografia
panorimica,'? s3o capazes de provocar efeitos biolégicos deleté-
rios e cumulativos em organismos vivos. Dessa forma, o uso de
métodos diagndsticos que utilizem radiagio ionizante devem ter

indicacio clinica bem fundamentada,'>!4

pois os raios X tém
efeito deletério sobre as células epiteliais. Além disso, alguns
estudos relatam que as criancas podem ser mais suscetiveis aos
efeitos danosos dos raios X, quando comparadas aos adultos.'*'®

As alteracdes genéticas como formagoes de microntcleos e
aberragdes nucleares sao efeitos bioldgicos iniciais da carcinogé-
nese.” Portanto, estudos sobre os efeitos genotéxicos induzidos
por raios X no epitélio sio importantes para identificar o risco
de desenvolvimento do cAncer e atuar na sua prevengio,"”” uma
vez que o biomonitoramento dos pacientes por meio de citologia
esfoliativa permite verificar e acompanhar a presenca de atipias
celulares antes da ocorréncia de manifestacoes clinicas neopldsicas.

Os micronticleos sio fragmentos de cromossomos ou cro-
mossomos inteiros que foram perdidos durante a mitose celu-
lar em razao de um evento clastogénico — que provoca que-
bra cromossémica — ou aneugénico — que interfere no fuso
mitético."”® Os raios X sdo agentes clastogénicos e induzem a
formacio de micronucleos, além de outras alteragoes nucleares.
A frequéncia de microntcleos ¢ utilizada como um parimetro
para verificar o grau de exposi¢io ¢ a extensio de dano provo-
cada por um agente ambiental a0 DNA, funcionando como
um biomarcador, que indica a suscetibilidade do individuo ao
desenvolvimento de cincer." Entretanto, o teste de micronticleos
tem sua especificidade aumentada ao registrar alteragoes celula-
res degenerativas indicativas de morte celular’* como picnose,
carjorrexe e caridlise, e as projegoes nucleares bud e broken egg.

O objetivo deste estudo foi verificar se os raios X emitidos
durante a obtengio da radiografia panorimica podem induzir
aumento da frequéncia de microntcleo, picnose, cariorrexe,

caridlise, bud e broken egg no epitélio da mucosa oral de criangas.

METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Setor de Ciéncias da Satide da Universidade Federal do Parand
(UFPR) sob ntimero 761.096.09.07. Foram obtidas células da
mucosa oral de 30 criangas sauddveis — 11 meninos e 19 meni-
nas —, com idades entre 4 ¢ 10 anos — média de 7 anos de
idade —, encaminhadas pela clinica de Odontopediatria da
UFPR para realizagio da radiografia panordmica. Os responsd-
veis legais pelas criancas autorizaram o estudo por meio da assi-

natura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).

Os responsdveis preencheram um questiondrio com os
seguintes dados sobre a crianca: idade, sexo, histérico de
exposicao prévia a radiagio X, uso de enxaguatério bucal
contendo 4lcool, uso de medicacées, presenca de doencas
sistémicas ou de alteracdes que comprometessem a mucosa
oral. Foram incluidas na amostra criangas autorizadas a
participar do estudo pelos responsdveis legais, que tivessem
até dez anos de idade, de ambos os sexos. Foram exclui-
das da amostra criangas com mais de 10 anos de idade —
por motivos hormonais — e/ou que apresentassem uma
das seguintes condicoes observadas hd menos de 28 dias:
submissao 4 radiagdo ionizante; uso de enxaguatdrio bucal
contendo dlcool; presenca de alteracdes na mucosa; uso de
medica¢io ou manifestacio de doenca capaz de interferir no
nucleo celular. A exposi¢ao prévia a esses fatores genotdxicos
implicaria em aumento da frequéncia de alteragdes nucleares
durante o rurnover celular, que ocorre a cada 7 até 28 dias.
As radiografias panordmicas foram realizadas no Servico de
Radiologia Odontolégica da UFPR em aparelho radioldgico
extrabucal da marca Siemens, modelo Orthophos CD, com
regime de 60 Kv, 16 mA e 14,1 s.

A coleta das células epiteliais maduras da mucosa oral
das criancas foi realizada imediatamente antes da obtencao
da radiografia panoridmica e sete dias' ap6s a sua realizagao.
Procedeu-se a uma leve raspagem na mucosa jugal do lado
direito, com movimento de cinco rotagdes em sentido hord-
rio e suave pressio manual, utilizando-se escova citoldgica
cilindrica (Cervical Brusch’, Kolplast, Sao Paulo, Brasil),
apds o enxdgue da boca com dgua corrente. As células foram
armazenadas em um tubo Falcon contendo 1 mL de meta-
nol/4cido acético na proporgao de 3:1, centrifugadas a 130 x
g durante 5 minutos, fixadas e depositadas em laminas lim-
pas. Apds secas, as laminas foram coradas pelo método de
Feulgen Rossenbeck modificado.?® A confecgao das laminas

foi realizada de forma estandardizada®'®

por um unico téc-
nico em um unico dia.

As laminas, apds cegamento de suas identificagdes, foram
analisadas em microscépio de luz com magnitude de 400x, e as
alteracoes encontradas foram confirmadas em 1000x. Os micro-
nucleos foram analisados conforme os critérios estabelecidos por
Sarto et al.”! como pardmetro de genotoxicidade. Para a and-
lise das alteracoes broken egg, bud, picnose, cariorrexe e carié-
lise foram utilizados os critérios descritos por Tolbert et al.”
Para cada lAmina foram analisadas mil células vidveis'® por um
Unico observador experiente. As alteracoes celulares analisadas
esto ilustradas na Figura 1.

Para a comparagao das médias, utilizou-se o teste # de
Student para amostras pareadas. A significAncia estatistica foi
estabelecida para p<0,05.
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RESULTADOS

A frequéncia de células que apresentaram microntcleos e demais

alteragoes antes e sete dias apds a obtengio da radiografia pano-
rimica estd ilustrada na Tabela 1. A frequéncia de broken egg
(p=0,005), bud (p=0,006) ¢ picnose (p=0,039) foi significati-
vamente maior apds a exposi¢io aos raios X. Nao foram obser-

vadas diferencas significantes quanto ao sexo dos participantes.

DISCUSSAO

No geral, criancas sao mais suscetiveis a agentes téxicos do que

os adultos,” portanto, a radiacio ionizante pode ser um agente

mutagénico com agbes cumulativas.”® Considerando que um

individuo pode ser submetido a repetidas radiografias ao longo
da vida, o efeito de sucessivas exposicoes aos raios X e is repe-
tigoes deve ser considerado, pois pode ocorrer aumento da fre-
quéncia de alteragdes nucleares ap6s esses eventos.”> Embora a
dose de radiacdo recebida durante a obtencdo da radiografia
panorimica seja baixa,'” deve-se considerar que criangas sio
mais radiosensiveis do que adultos.* Dessa forma, o efeito
cumulativo de pequenas doses sobre tecidos sensiveis poderia
desencadear efeitos citotéxicos, resultando em agressio celular
crdnica, proliferagio celular compensatéria, desenvolvimento
de tumores e carcinogénese.

Apesar das consideragées supramencionadas, Ribeiro et al.®
demonstraram haver aumento de alteragoes citotdxicas similares

-~

Figura 1 Alteracdes nucleares analisadas: (A) ntcleo normal; (B) cariorrexe; (C) caridlise; (D) picnose; (E) bud;

(F) broken egg; (G) micronucleo.
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em criancas e adultos submetidos 2 radiografia panorimica.
Os autores concluiram que as criangas nio se mostraram mais
suscetiveis a agentes induzidos por raios X quando compara-
das aos adultos. Neste estudo, o tamanho da amostra e os tipos
de alteracoes nucleares analisadas foram ampliados em relagio
aos estudos de Ribeiro et al.® e Angelieri et al.,? observando-se
efeitos de citotoxicidade apés a exposi¢ao aos raios X e tam-
bém aumento significativo de outras alteragdes nucleares dege-
nerativas: bud e broken egg, diferentemente do encontrado por
esses autores. Dessa forma, é necessdria a realizagio de mais
estudos sobre os efeitos dos raios X em criangas, observando
suas implicagoes em curto e longo prazo, uma vez que o risco
de danos frente a baixas doses de radiagao nessa populagao nio
estd totalmente esclarecido.

Segundo Silva et al.,? os horménios femininos provocam
alteragoes em células epiteliais da mucosa oral de mulheres.
Porém, neste estudo nio foi observada diferenca quanto ao
sexo, provavelmente porque a faixa etdria selecionada nao se
encontrava na puberdade.

Virios autores demonstraram que a exposi¢ao a baixas doses
de radiagdo, como a emitida durante a obten¢io da radiogra-
fia panorimica, causam citotoxicidade em tecidos da mucosa
oral,'" mas nao causam aumento na frequéncia de micrond-
cleos.””!" Esses dados s3o semelhantes aos observados neste
estudo. Todavia, Cerqueira et al.* encontraram alta frequéncia
de microntcleos em células do epitélio gengival apds exposicio
a radiagio, associando esse achado ao fato das células da gengiva
serem diretamente atingidas pelos raios X durante a obtengio
da radiografia panordmica. Entretanto, o epitélio da mucosa
bucal também ¢ atingido diretamente pelos raios X, mas nio
foi observado aumento significativo na frequéncia de micronu-
cleos apés a exposicio  radiagio X neste e em outros estudos
semelhantes. Talvez as mucosas mastigatéria, de revestimento
e especializada reajam de forma diferente 2 acao dos raios X,*”
sendo necessérios estudos que viabilizem essa comparacio.

A formagio de micronticleos ¢ dose dependente e varia
conforme o tipo de radiagdo utilizada e a radiosensibilidade

do tecido envolvido. Contudo, baixas doses de radiacio X sio

capazes de induzir quebra de DNA, mas nao resultam neces-
sariamente em microntcleos.” Neste estudo, a quantidade de
microntcleos e as demais alteracoes observadas foram maiores
ap6s a exposi¢ao aos raios X quando comparadas com células
epiteliais antes da exposicio, porém, nio foram estatisticamente
significantes. E possivel que o fato de os eventos citotéxicos
diminuirem a viabilidade celular, ocasionando sua morte por
apoptose, esteja relacionado 2 baixa frequéncia de células micro-
nucleadas encontradas.'?

Este estudo demonstrou aumento significante na frequén-
cia de bud, broken egg e picnose em células epiteliais da mucosa
oral de criangas submetidas & radiografia panorimica, resultado
semelhante ao de Silva et al.> O significado dos buds ¢ broken
eggs ainda é obscuro,”® podendo estar relacionado ao processo
normal de divisdo celular,"* com DNA amplificado eliminado
do nucleo durante a fase S do ciclo celular’” ou como estruturas
precursoras do estdgio de microntcleos.?®* A dltima hipStese
implicaria em genotoxicidade dos raios X sobre a mucosa oral
de criangas. Por enquanto, somente é possivel afirmar que a
radiacdo X causa instabilidade genética. As alteragoes picnéti-
cas sao achados frequentes em células escamosas superficiais e
indicam degeneracao celular por intenso amadurecimento ou
envelhecimento precoce ligado a um forte processo inflama-
torio, causando a morte das células afetadas.

A morte celular por apoptose pode ocorrer em razio da
grande quantidade de lesdes causadas a0 DNA da célula, tor-
nando-a funcionalmente invidvel ao organismo. A ocorréncia
sucessiva desses eventos pode retardar a renovagao do epitélio
de revestimento da boca. Caso a capacidade de regeneracio do
organismo seja suplantada, fend6menos degenerativos podem
ocasionar alteragoes no epitélio, aumentando a predisposicio
A transformagao maligna.’*® Dessa forma, convém analisar a
toxicidade da radia¢dao X por meio de estudos longitudinais
para determinar se os danos gerados sio pontuais e transitorios
ou incorporados e mantidos ao longo das divisoes celulares.?!

Apresenta-se como limita¢io deste estudo o fato da and-
lise microscépica das alteragdes nucleares ter sido efetuada por

um tdnico observador experiente. Considera-se que, apesar da

Tabela 1 Frequéncia de alteracdes nucleares em criancas expostas a radiografia panoramica.

Exposicdo a raio X | Parametros

Microntcleo | Cariélise m
9,5 9,1

Média 1735,2 2,1 69,8 6,0 1,6 | 18333
Antes i
Desvio 718,0 2,0 36,0 6,0 6,7 4,4 2,0 7441
padrdo
Média 2134,3 2,6 78,6 10,9 13,8 8,8 36 | 22513
Depois i
P Desvio | 1159 2,3 40,8 7,2 10,8 4,7 37 | 11759
padrdo

*Diferencas estatisticamente significativas — teste ¢ de Student para amostras pareadas, p<0,05. Dados expressos em %eo.
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aplicagao da calibragao intraexaminador e da criteriosa andlise
das [Aminas, é recomenddvel a comparacio dos dados interexa-
minadores, conforme preconizado no protocolo descrito por
Thomas et al.?

A radiografia panorimica é considerada o exame de eleicio
para avaliagio inicial de criancas acima de cinco anos de idade
em odontologia, pois permite uma observagio ampla do com-
plexo bucomaxilofacial e expée a crianca a uma menor dose de
radiacdo X, comparada a um levantamento radiografico intra-
bucal. Todavia, deve ser indicada apenas quando necessdria,
utilizando-se técnica radiogréfica apurada e seguindo os crité-
rios de radioprotecio vigentes, a fim de se evitar repeti¢oes des-

necessdrias.>!* Essas recomendagées podem ser extrapoladas a
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