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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a genotoxicidade e a citotoxicidade produzidas
por raios X no epitélio da mucosa oral de criancas durante a obtencdo da radiografia
panoramica. A amostra foi constituida por 30 criancas saudaveis, sendo 19 do sexo
feminino e 11 do masculino, com faixa etaria de quatro a dez anos (média de sete
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
obtencdo da radiografia panoramica. Os esfregacos foram processados e corados
utiizando a técnica de Feulgen Rossenbeck modificada. Foram analisadas e
guantificadas projecdes nucleares dos tipos buds e broken eggs, alteragdes
genotoxicas na forma de microndcleos e alteracfes citotoxicas dos tipos picnose,
cariblise e cariorréxe. A frequéncia de picnose, buds e broken eggs foi
significativamente maior apds a exposi¢do aos raios X (p<0.05), porém ndo houve
diferenca estatisticamente significante em relacdo as demais alteracdes estudadas
(p>0.05) e ao sexo. A exposicao aos raios X emitidos durante a obtengdo da
radiografia panoramica pode induzir morte celular no epitélio da mucosa oral de
criancas, porém nao se encontrou indicios significativos de efeitos genotoxicos.

Palavras-chave: Anormalidades Induzidas por Radiacdo. Radiografia Panoramica.
Genotoxicidade. Testes de Mutagenicidade. Mucosa Bucal. Epitélio.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the genotoxicity and cytotoxicity produced by X-
rays on oral mucosa epithelium in infants during exposure of panoramic radiography.
Sample consisted of 30 healthy children, being 19 girls and 11 boys, with age
ranging from 4 to 10 years (average around 7 years old). Oral mucosa cells were
collected by liquid-based cytology technique immediately before and seven days
after radiography exposure. The smears were processed and stained using modified
Feulgen Rossenbeck technique. It was analyzed projections as nuclear buds and
broken eggs types, genotoxic alterations as micronuclei, and cytotoxic alterations as
pyknosis. karyorrhexis, and karyolysis. It was observed that frequency of pyknosis,
buds, and broken eggs were significantly higher after X-rays exposure (p < 0.05), but
no difference statistically significant was observed regarding other changes
(p > 0.05), as well for sexes. Exposure to X-rays during panoramic radiography can
induce cellular death in oral mucosa epithelium of children, but no evidence of
genotoxic effects was observed.

Key words: Abnormalities, Radiation-Induced. Radiography, Panoramic.
Genotoxicity. Mutagenicity Tests. Mouth Mucosa. Epithelium.
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1 INTRODUCAO

A radiografia panoramica fornece a imagem de todo o0 complexo
bucomaxilofacial num dnico filme (CAPELLI et al., 1991) e tem sido amplamente
utilizada em Odontologia. Além de permitir a diminuicdo da exposicdo aos raios X,
guando comparada com um levantamento periapical, a radiografia panoramica é de
facil execucdo, sendo bem aceita por criancas e adolescentes, o que justifica sua
indicagédo na Odontopediatria (OLIVEIRA, CORREIA & BARATA, 2006).

Os exames radiograficos proporcionam grande beneficio ao exercicio da
Odontologia, porém o seu uso deve estar indicado mediante justificativa clinica, pois
mesmo uma baixa dose de radiagcdo, como a recebida pelo paciente durante a
obtencdo da panoréamica, é capaz de provocar efeitos biologicos deletérios e
cumulativos nos tecidos humanos (PAGNONCELLI & OLIVEIRA, 1999).

A exposicao precoce e sucessiva a radiacdo X pode aumentar a possibilidade
de alterac¢des celulares num individuo, causando maior risco para o desenvolvimento
de cancer. Alteracbes genéticas como formacbes de microndcleos e aberracdes
nucleares sao efeitos bioldgicos iniciais da carcinogénese (POPOVA et al., 2007). O
conhecimento dos fatores que causam essas alteracées e dos efeitos dos agentes
carcinogénicos favorece a prevencao ao cancer.

A discusséo sobre doses de radiacao recebidas pelo paciente e seus riscos
biolégicos envolvendo radiografias panoramicas é extensa (PAGNONCELLI &
OLIVEIRA, 1999). Uma maneira de estudar os efeitos da irradiacdo em uma
populacdo exposta € conduzir pesquisas utilizando parametros bioldégicos com
manifestacées em curto prazo e identificar os danos resultantes da exposicdo aos
raios X. As informacgdes obtidas podem ser usadas como um aviso do risco
potencial, em longo prazo, de problemas de saude, principalmente em criancas.

O estudo da frequéncia de micronucleos tem sido utilizado para verificar
efeitos genotoxicos em tecidos humanos, assim como 0 grau de exposicdo e a
extensdo do dano que um agente ambiental provocou no DNA. Funciona como um
biomarcador, o qual indica a suscetibilidade do paciente ao desenvolvimento do
cancer. Os micronucleos séo fragmentos de cromossomos ou Cromossomos inteiros
gue foram perdidos durante a mitose celular devido a um evento clastogénico (que

provoca quebra cromossémica) ou aneugénico (que interfere no fuso mitético). Os
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raios X sdo agentes clastogénicos e induzem a formagdo de micronucleos, além de
outras alteracdes nucleares (RIBEIRO et al., 2008).

O epitélio da mucosa oral foi o tecido eleito para andlise dos efeitos da
radiacdo X, pois as células esfoliadas sdo facilmente coletadas por meio da citologia
esfoliativa. Segundo Sarto et al. (1987) os efeitos das radiagcbes podem ser
estudados por meio da citologia esfoliativa em base liquida, por ser de simples
execucao, baixo custo e nado invasiva, além de otimizar a analise microscopica das
laminas com maior nimero de células epiteliais individuais descamadas. Para a
analise do efeito dos raios X sobre tecidos epiteliais esta indicado o uso do teste de
micronucleos aliado a contagem de alteracdes nucleares degenerativas (TOLBERT
et al., 1992). Esta associacdo aumenta a especificidade do biomonitoramento de
populacdes expostas a agentes genotdxicos, entre os quais os raios X (FREITAS et
al., 2005).

A exposicao aos raios X produz citotoxicidade e genotoxicidade nas células
epiteliais da mucosa oral (CERQUEIRA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008). Estudos
sobre os efeitos genotoxicos induzidos por raios X séo importantes para identificar o
grau de risco ao cancer que um individuo apresenta.

Este estudo pretende contribuir para o aumento do conhecimento da acao dos
raios X sobre tecidos humanos, por meio da analise da genotoxicidade e
citotoxicidade dos raios X sobre o0 epitélio da mucosa oral de criancas submetidas a

radiografia panoramica.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

o Analisar a genotoxicidade e citotoxicidade dos raios X no epitélio da

mucosa oral de criancas submetidas a radiografia panoramica.

Objetivos especificos:

o Realizar uma andlise quantitativa dos efeitos dos raios X nas células do
epitélio da mucosa oral de criancas submetidas a radiografia panoramica
por meio da mensuracdo dos micronucleos, carriorréxe, caridlise, picnose,

buds e broken eggs formados.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo transversal, prospectivo e quantitativo (ANTUNES &
PERES, 2006).

3.2 APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Parana (UFPR) em 26/08/2009 sob o registro
CEP/SD 761.096.09.07 (ANEXO A).

3.3 SELECAO DA AMOSTRA

A amostra constituiu-se de 30 criancas, de ambos os sexos, com idades entre
guatro a 10 anos, que estavam em tratamento na clinica de Odontopediatria do
curso de Odontologia da UFPR durante o primeiro semestre de 2010 e que
necessitavam de radiografia panoramica.

A crianca e seus responsaveis foram convidados a participar do estudo e
receberam informagcbes sobre o mesmo. Aqueles que concordaram com a
participacdo assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)
(APENDICE A). Ap0s assinatura do TCLE, foi aplicado um questionéario para selecéo
da amostra (APENDICE B).

Os critérios de inclusdo da amostra foram:
o Criancas saudaveis de ambos 0s sexos, com idades entre quatro a 10 anos e

sem alteragc6es de mucosa oral.
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Os critérios de exclusdo da amostra foram:

o Criancas com doencas sistémicas ou leses na mucosa oral, com idade
inferior a quatro anos e superior a 10 anos, que tivessem sido submetidas a
exame radiogréafico em regido de cabeca 21 dias antes do inicio do estudo ou
gue tivessem feito uso continuo de enxaguatoério oral contendo alcool no

ultimo més.

3.4 PROCEDIMENTOS

3.4.1 Coleta de material

Antes da realizacdo do exame radiografico, os participantes realizaram um
enxague bucal com agua corrente. Foi realizada a coleta de células epiteliais da
mucosa oral pela técnica da citologia esfoliativa em base liquida (FIGURA 1) e, em
seguida, a radiografia panoramica. O aparelho utilizado para obtencéo da radiografia
foi da marca Siemens modelo Orthophos Plus/CD (Alemanha) aplicando-se regime
de 60 Kv, 16 mA, 14,1 segundos.

A coleta das células foi feita em duas etapas: imediatamente antes e sete dias
apos a obtencdo da radiografia panoramica. O periodo de sete dias foi escolhido,
por encontrar-se dentro do ciclo de turnover celular, que ocorre em até 21 dias. A
coleta aconteceu sempre da seguinte forma: a bochecha foi afastada delicadamente
com espatula de madeira descartavel’. Com uma escova cervical® foi realizado um
esfregaco suave no fundo de vestibulo do lado direito, proximo ao ducto excretor da
glandula parétida, aplicando-se cinco movimentos giratérios no sentido horario.
Ap6s, mergulhava-se a escova em um frasco contendo 1 mL de metanol® e &cido
acético® na proporcdo de 3:1 (solucdo fixadora) (FIGURA 2). Os frascos foram
conservados em geladeira a temperatura de 8°C por 14 dias, até o0 momento do

processamento.

! Estilo®, Brasil

2 Vagispec®, Adlin, Brasil ou Cervical Brusch®, Kolplast, Brasil
% Alcool metilico PA 100%, marca Nuclear®

* Acido acético glacial PA 100%, marca Synth®
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FIGURA 1. REALIZACAO DA COLETA DE CELULAS, CURITIBA, 2010

FIGURA 2. PREPARO DA SOLUCAO DE ARMAZENAMENTO DAS CELULAS
EPITELIAIS COLETADAS, CURITIBA, 2010

3.4.2 Cegamento da amostra

A identificacdo dos frascos (FIGURA 3) e das laminas foi coberta e codificada

para evitar viés



16

FIGURA 3. CEGAMENTO DOS FRASCOS, CURITIBA, 2010

3.4.3 Processamento laboratorial

O processamento laboratorial foi realizado no Laboratério de Citologia Clinica do
Curso de Farmacia da UFPR. Os procedimentos realizados para coleta celular e
processamento das laminas foram testados e padronizados por meio da realizacao
de um estudo piloto.

Os frascos foram homogeneizados em um aparelho agitador de tubos tipo vértex®
a velocidade quatro, por 20 segundos. Em seguida, foram centrifugados® a
temperatura ambiente, por cinco minutos a 800 rpm, 130 de gravidade (FIGURA 4).

As células foram dispostas cuidadosamente sobre as laminas de vidro com o
auxilio de uma pipeta de 1000 uL. As laminas foram deixadas secar por 24hs e apo6s
secas foram coradas pela técnica Feulgen-Rossenbeck modificada (FEULGEN &
ROSSEMBECK, 1924) (FIGURA 5) seguindo 0s seguintes passos:

1) foram mergulhadas em uma solucdo de acido cloridrico’ 5M por 30 minutos

em temperatura ambiente;

2) enxaguadas com agua destilada por 10-15 minutos;

3) mergulhadas no corante de Schiff por 1 hora e 30 minutos;

4) enxaguadas com agua corrente por cinco minutos;

® Phoenix®, Brasil
® Centrifuga 4K15, Sigma®
" HCI PA, marca Reagen®
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5) contra coradas com Fast Green® 1% por um minuto;

6) enxaguadas em agua corrente para remover possiveis excessos de contra-
corante e passaram por uma bateria de um minuto cada em alcool 95%,
100%, 100%, e trés baterias de um minuto cada em xilol®;

7) montagem das laminas com a colocagdo das laminulas e vitral.

FIGURA 4. PROCESSAMENTO LABORATORIAL, CURITIBA, 2010

FIGURA 5. COLORACAO DE FEUGEN ROSSENBECK MODIFICADA, CURITIBA,
2010

8 FCF, Cl 42053, marca Vetec®
® Xilol PA 100%, marca Qeel®
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3.4.4 Anélise das laminas

A leitura cega das laminas foi realizada por um examinador, apés calibragdo por
um patologista oral experiente. A calibracao foi feita por meio da andlise conjunta de
cinco laminas, totalizando aproximadamente 6000 células.

Para a analise das laminas foi utilizado um microscopio de luz trinocular, modelo
Olympus CH30, adaptado com ocular WH 10X-H/22'° e objetivas PLAN 100X/0,25".
A analise manual das laminas foi realizada com objetiva de 40X, da esquerda para a
direita e de cima para baixo. A seguir, passou-se para a objetiva de imersao para
analise dos micronucleos, picnose, caridlise, cariorréxe, buds e broken eggs
(TAKAHASHI, 1982).

A pesquisa dos micronucleos e demais alteragBes nucleares foi realizada em
1000 nucleos celulares para cada esfregago citolégico (HOLLAND et al., 2008),
sendo verificadas mais 1000 células quando a frequéncia de micronucleos foi maior
que 2%eo.

Os micronucleos foram identificados seguindo os critérios de Sarto et al. (1987).
Consistem em pequenas massas nucleares delimitadas por membrana, separadas
do nucleo principal. Quando comparado ao nucleo principal, 0 microndcleo deve

apresentar:

- formato arredondado, com didmetro menor que 1/5 a 1/3 do nucleo
principal,

- situar-se dentro do citoplasma no mesmo plano focal;

- ter estrutura de cromatina similar;

- intensidade de cor e textura semelhante ou mais fraca;

- ser Feulgen positivo e nao refratario;

- a borda deve estar evidente, sugerindo membrana nuclear, sem

sobreposicoes.

A contagem dos micronucleos seguiu os critérios descritos por Sarto et al. (1987)

para mensuracéo dos danos ao DNA/genotoxicidade (FIGURA 6).

1 Olympus®, Japéo
" Olympus®, Japéo



FIGURA 6. CELULA MICRONUCLEADA, CURITIBA, 2010
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Para analise das alteracfes citotoxicas: picnose, cariorréxe, caritlise e dos buds

e broken eggs foram utilizados os critérios descritos por Tolbert et al. (1992)

(FIGURA 7). Estes consistem em parametros para inclusdo das células analisadas

durante a leitura microscopica:

pouco ou nenhum debril;

citoplasma intacto e células planas sobre a lamina;

pouca ou henhuma sobreposicao das células subjacentes;

nacleo normal e intacto, perimetro nuclear liso e distinto.

Normal Cariorréxe Caridlise
Carorrexe Cariolise.
)
Picnose Bud Broken eqa
NAAAA, SNAAAAAAAA: \AANN

FIGURA 7. CELULA NORMAL E ALTERACOES NUCLEARES, CURITIBA, 2010
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Para identificagdo das estruturas nucleares analisadas foram utilizados os

seguintes critérios morfoldgicos:

- Picnose: o nucleo é visualizado como um ponto pequeno, escuro e denso, 0
gual ndo apresenta estrutura de cromatina perceptivel.

- Cariorréxe: condensacdo da cromatina em varias particulas, apresentando
fragmentacdo do nucleo em pequenos corpos arredondados ou ovalados
dentro do citoplasma intacto. Estas particulas sdo de numero variavel,
surgindo como pontos negros ou formagdes alongadas, inteiramente
separadas umas das outras ou ligadas por uma ténue linha de cromatina.

- Caridlise: dissolucdo do nucleo caracterizada pela sua auséncia. Esta
alteracao nuclear, quando vista ao microscépio, demonstra uma coloracao
pdlida e fraca.

- Buds: células contendo uma pequena quantidade de material genético
aderida ao nucleo principal, como um prolongamento nuclear.

- Broken eggs: células nas quais uma pequena quantidade de material genético

liga-se ao nucleo principal por meio de um filamento Feulgen positivo.

3.4.5 Analise estatistica

Os dados foram tabulados em planilha Excel (Microsoft) e analisados pelo teste

de Wilcoxon pareado (p < 0,05) com o uso do programa Statistica 8.0 (StatSoft).
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4 CAPITULO

4.1 ARTIGO 1 EM PORTUGUES

Introducéo

A radiacdo ionizante pode induzir citotoxicidade'®, genotoxicidade® e

carcinogénese’®!

em tecidos humanos. Baixas doses de radiagdo, como a emitida
durante a obtencdo da radiografia panoramica’? sdo capazes de provocar efeitos
biolégicos deletérios e cumulativos em organismos vivos. Embora as radiografias
panoramicas sejam amplamente utilizadas na Odontologia, seu uso deve ser

13,14

indicado quando necessério ™™, pois 0s raios X tém um efeito deletério sobre as

células epiteliais. Além disso, as criancas sao mais suscetiveis aos efeitos danosos
dos raios X quando comparadas aos adultos'**°.

As alteragdes genéticas como formagbes de micronucleos e aberracdes
nucleares sdo efeitos biolégicos iniciais da carcinogénese®. O conhecimento dos
fatores que causam estas alteracdes e dos efeitos dos agentes carcinogénicos
favorece a prevencdo ao cancer. Portanto, os estudos sobre os efeitos genotéxicos
induzidos por raios X no epitélio da mucosa oral sdo importantes para identificar o
risco de desenvolvimento do cancer de boca e atuar na sua prevencédo®’.

Os micronucleos sdo fragmentos de cromossomos Ou Cromossomos inteiros
gue foram perdidos durante a mitose celular devido a um evento clastogénico (que
provoca quebra cromossdmica) ou aneugénico (que interfere no fuso mitético)*®. Os
raios X sdo agentes clastogénicos e induzem a formacéo de micronucleos, além de
outras alteragBes nucleares. A frequéncia de micronucleos € utilizada como um
parametro para verificar o grau de exposicdo e a extensdo de dano provocada por
um agente ambiental ao DNA, funcionando como um biomarcador, que indica a
suscetibilidade do individuo ao desenvolvimento do cancer’®. Todavia, o teste de
micronucleos tem sua especificidade aumentada ao serem registradas alteracdes
celulares degenerativas indicativas de morte celular'* como picnose, cariorréxe e

caridlise; assim como as projecdes nucleares buds e broken eggs.
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O objetivo deste estudo foi verificar se os raios X emitidos durante obtengao
da radiografia panoramica na podem induzir aumento freqiiéncia de micronudcleos,
picnose, cariorréxe, cariolise, buds e broken eggs no epitélio da mucosa oral de

criangas.

Métodos

Amostra e consideracdes éticas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parand (UFPR) sob namero
761.096.09.07. Foram obtidas células da mucosa oral de 30 criangas saudaveis (11
meninos e 19 meninas), com idades entre quatro a 10 anos (média de sete anos de
idade), encaminhadas pela clinica de Odontopediatria da UFPR para realizacdo da
radiografia panoramica. Os responsaveis legais das criancas autorizaram o estudo
por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido. Estes
responderam a um questionario com dados sobre o sexo, idade e histérico de
exposicdo prévia a radiagdo X, uso de enxaguatorio bucal contendo &lcool ou
medicacdo, e doencas sistémicas ou alteracbfes que comprometessem a mucosa
oral. Foram excluidas da amostra criancas submetidas aos agentes genotdxicos
anteriormente citados. As radiografias panoramicas foram realizadas no Servico de
Radiologia Odontolégica da UFPR em aparelho radiolégico extrabucal (Siemens
Orthophos CD, Bensheim, Germany), com regime de 60 Kv, 16mA e 14.1s.

Coleta das células e preparo das laminas

A coleta das células epiteliais maduras da mucosa oral das criangas foi
realizada imediatamente antes da obtencdo da radiografia panoramica e sete dias
apos a realizacdo da mesma. As células foram coletadas por meio de uma leve
raspagem na mucosa jugal do lado direito, com movimento de rotagédo utilizando
uma escova citoldgica cilindrica (Koplast, Jaragua do Sul, Brazil), apés o enxague da
boca com &gua corrente. As células foram armazenadas em um tubo Falcon

contendo 1 mL de metanol/acido acético na proporcao de 3:1, centrifugadas a 130 x
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g durante 5 minutos, fixadas e depositadas em laminas limpas. Apds secas, as

laminas foram coradas pelo método de Feulgen Rossenbeck modificado?.
Andlise citoldgica

As laminas, apos cegamento de suas identificacbes, foram analisadas
manualmente em microscopio de luz com magnitude de 400x, e as alteracdes
encontradas foram confirmadas em 1000x. Os microndcleos foram analisados
conforme os critérios estabelecidos por Sarto et al.?* como um parametro de
genotoxicidade. Para a andlise das alteracdes broken eggs, buds, picnose,
cariorréxe e caridlise foram utilizados os critérios descritos por Tolbert et al.'’. Para
cada lamina foram analisadas 1000 células viaveis por um Unico observador

previamente calibrado.
Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste pareado de Wilcoxon. Foi considerado

significativo um valor de p < 0.05.
Resultados

A frequéncia de células que apresentaram micronucleos e demais alteracfes
antes e sete dias apés a obtencdo da radiografia panoramica esta ilustrada na
Tabela 1. A frequéncia de broken eggs, buds e picnose foi significativamente maior
apos a exposicao aos raios X (teste pareado de Wilcoxon, p< 0.05) (Figura 1). Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significantes quanto ao sexo (p >
0.05). Apesar da frequéncia de micronucleos, cariblise e cariorréxe nao ter
apresentado resultado estatisticamente significativo, foi observado um leve aumento

da mesma apos a exposicao aos raios X.
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Tabela 1. Frequencia de alteragbes nucleares em criancas expostas a radiografia

panoramica.

Exposigéo Micro- - I : " . Broken
radiografica Normal nucleus Caridlise Cariorréxe  Picnose* Buds eggs* Total
Antes 52057 63 2093 286 273 179 49 55000
Apos 64029 78 2358 326 413 263 109 67576

* - Diferencas estatisticamente significantes (Teste Pareado de Wilcoxon, p<0,05).

Dados expressos em %o

Figura 1. AlteracGes que apresentaram aumento estatisticamente significativo.

Teste pareado de Wilcoxon, p<0,05; a - picnose, b — bud, e ¢ — broken egg; Feulgen Rossenbeck
modificado, 1000x.

Discussao

No geral, as criancas sdo mais suscetiveis a agentes toxicos que os adultos®
e, portanto a radiacdo ionizante pode ser um agente mutagénico com acdes
cumulativas®®. Considerando que um individuo pode ser submetido a repetidas
radiografias ao longo da vida, o efeito de sucessivas exposi¢cdes aos raios X e as
repeticbes deve ser considerado, pois pode ocorrer aumento da frequéncia de
alteracbes nucleares apos estes eventos®. Embora a dose de radiacdo recebida
durante a obtencdo da radiografia panoramica seja baixa®, deve-se considerar que
criancas sdo mais radiosensiveis que adultos?*. Desta forma, o efeito cumulativo de
pequenas doses sobre tecidos sensiveis poderia desencadear efeitos citotoxicos,
resultando em injuria celular crénica, proliferacdo celular compensatéria,

desenvolvimento de tumores e carcinogénese?.
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Entretanto, Ribeiro et al.° demonstraram que houve aumento de alteracdes
citotoxicas similares em criancas e adultos submetidos a radiografia panoramica.
Concluiram que as criangas ndo se mostraram mais suscetiveis a agentes induzidos
por raios X quando comparadas aos adultos. Neste estudo, o tamanho da amostra e
os tipos de alteracbes nucleares analisadas foram ampliados em relagdo aos
estudos de Ribeiro et al.° e Angelieri et al.?, tendo-se observado efeitos de
citotoxicidade ap0s a exposicdo aos raios X e também aumento significativo de
outras alteragdes nucleares degenerativas: buds e broken eggs, diferentemente
daqueles autores. Desta forma, € necesséria a realizacdo de mais estudos sobre 0s
efeitos dos raios X em criancas, observando suas implicacdes a curto e longo prazo,
uma vez que o risco de danos frente a baixas doses de radiacdo nessa populagcéo
ndo esta totalmente esclarecido.

Segundo Silva et al.® os horménios femininos provocam alteracées em células
epiteliais da mucosa oral de mulheres. Porém, neste estudo ndo foi observada
diferenca quanto ao sexo, provavelmente porque a faixa etéria selecionada néao se
encontrava na puberdade.

Vérios autores demonstraram que a exposi¢cao a baixas doses de radiagao,
como a emitida durante a obtencdo da radiografia panorédmica, causam
citotoxicidade em tecidos da mucosa oral’®, mas ndo causam aumento na

1919 Estes dados sdo semelhantes aos observados

frequéncia de micronucleos
neste estudo.

Entretanto, Cerqueira et al.* encontraram alta frequéncia de microntcleos em
células do epitélio gengival ap6s exposicdo a radiacdo, associando este achado ao
fato de as células da gengiva serem diretamente atingidas pelos raios X durante a
obtencdo da radiografia panordmica. Todavia, o epitélio da mucosa bucal também é
atingido diretamente pelos raios X, mas néo foi observado aumento significativo na
frequéncia de micronucleos ap0s a exposicdo a radiacdo X neste e em outros
estudos semelhantes. Talvez as mucosas mastigatoria, de revestimento e
especializada reajam de forma diferente & acdo dos raios X*’, sendo necessario
estudos que viabilizem essa comparacéo.

A formagdo de micronucleos € dose dependente e varia conforme o tipo de
radiacdo utilizada e a radiosensibilidade do tecido envolvido. Entretanto, baixas
doses de radiacdo X sdo capazes de induzir quebra de DNA, mas nao resultam

necessariamente em micronicleos®. Neste estudo, a quantidade de microncleos e
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demais alteracdes observadas foram maiores ap0s a exposi¢céo aos raios X, quando
comparadas com células epiteliais antes da exposicdo. Porém, ndo foram
estatisticamente significantes. E possivel que o fato de eventos citotoxicos
diminuirem a viabilidade celular, ocasionado morte por apoptose, esteja relacionado
com a baixa frequéncia de células micronucleadas encontradas™?.

Este estudo demonstrou aumento estatisticamente significante na frequéncia
de buds, broken eggs e picnose em células epiteliais da mucosa oral de criancas
submetidas & radiografia panoramica, resultado semelhante ao de Silva et al.>. O
significado dos buds e broken eggs ainda é obscuro®®, podendo estar relacionado
com o processo normal de divisdo celular™*, com DNA amplificado eliminado do
nucleo durante a fase S do ciclo celular?” ou como estruturas precursoras do estagio
de microntcleos®?°. Sendo que esta hipétese implicaria em genotoxicidade dos
raios X sobre a mucosa oral de criangas. Por enquanto, somente é possivel afirmar
gue a radiacdo X causa instabilidade genética. As alteracdes picnoéticas sdo achados
frequentes em células escamosas superficiais; indicam degeneracdo celular por
intenso amadurecimento ou envelhecimento precoce ligado a um forte processo
inflamatorio e causam a morte das células afetadas.

A morte celular por apoptose pode ocorrer devido a grande quantidade de
lesbes causadas ao DNA da célula, tornando-a funcionalmente inviavel ao
organismo. A ocorréncia sucessiva destes eventos pode retardar a renovacao do
epitélio de revestimento da boca. Caso a capacidade de regeneracao do organismo
seja suplantada, fenbmenos degenerativos podem ocasionar alteracées no epitélio
aumentando a predisposicdo a transformacdo maligna®*. Desta forma, convém
analisar a toxicidade da radiacdo X por meio de estudos longitudinais para
determinar se os danos gerados sdo pontuais e transitorios, ou incorporados e
mantidos ao longo das divisdes celulares®.

A radiografia panoramica é considerada o exame de eleicdo para avaliacdo
inicial de criancas acima de cinco anos de idade, pois permite uma observacgao
ampla do complexo bucomaxilofacial e expde a crianca a uma menor dose de
radiacdo X quando comparada com um levantamento radiogréafico intrabucal.
Todavia, deve ser indicada sempre que necessario, utilizando-se técnica radiogréafica
apurada e seguindo critérios de radioprotecdo vigentes a fim de se evitar repeticdes

desnecessarias®.
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Conclusao

Os resultados obtidos sugerem que os raios X emitidos durante a obtencéo da
radiografia panoramica podem induzir alteragdes nas células do epitélio da mucosa
oral de criangas.
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4.2 ARTIGO 1 EM INGLES

Introduction

lonizing radiation can induce cytotoxicity’®, genotoxicity*, and carcinogenesis
in human tissue®®*. Low doses of radiation, such as the amount emitted during
exposure to panoramic radiography'?, are able to cause cumulative and deleterious
biological effects. Although panoramic radiographs are greatly used in Dentistry their

13,14

use must be only indicated when strictly necessary ™", since X-rays have a

deleterious effect on epithelial cells. Besides, children are more susceptible than
adults to harmful effects of X-rays***®.

The genetic changes such as formations of micronuclei and nuclear
aberrations are initial biological effects of carcinogenesis®. Knowledge of the factors
that cause these changes and the effect of the carcinogenic agents help in cancer
prevention. Therefore, studies on genotoxic effects induced by X-rays on the oral
mucosa epithelium are important to identify the mouth cancer development risk and
to act in its prevention®’.

Micronuclei are whole or fragments of chromosomes lost during cell mitosis
cell due to clastogenic (that cause fractures) or aneugenic (that interfere in the mitotic
fuse)™. X-rays are clastogenic agents and induce micronuclei formation, besides
other nuclear changes. The micronuclei frequency is used as a parameter to verify
the degree of exposure and the extent of an environmental agent causing DNA
damage, being a biomarker that indicates the patient's susceptibility to cancer
development®®. However, micronucleus test has its specificity increased when
degenerative cellular changes, indicatives of cellular death, are registred™*, such as
pycnosis, karyorrhexis, karyolysis; as well as nuclear projections buds and broken
eggs.

The aim of this work was to verify whether the X-radiation, during panoramic
radiography exposure, would induce an increase on micronuclei, pycnosis,
karyorrhexis, karyolysis, buds, and broken eggs frequency in the oral mucosa

epithelium of children.
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Methods
Subjects and ethical considerations

Approval was given by the Ethical Committee for Research of Universidade
Federal do Parana (UFPR). Cells from oral mucosa were obtained from 30 healthy
children (11 boys and 19 girls), aged from 4 to 10 years (average around 7 years old)
who had undergone panoramic dental radiography as outpatients at the
Odontopediatric Clinics of UFPR, after informed consent signed by legal guardians.
They answered a questionnaire before the X-ray examination. The main features
computed were age, sex and history of prior exposure to X-radiation, use of buccal
mouthwash containing alcohol or medication, and systemic diseases or changes that
compromise the oral mucosa.

The exclusion criteria were children subjected to the genotoxic agents above
mentioned. Radiographs were taken according to the routine procedures of the
Radiology Service at UFPR, at 60Kv 16mA, 14.1s (Siemens Orthophos, Bensheim,
Germany).

Collection of cells and slide preparation

Exfoliated oral mucosa cells were collected immediately before X-ray
exposure and 7 days after. The material was obtained by smooth scraping from both
sides of the cheeks, with cervical brush (Koplast, Jaragua do Sul, Brazil) under
rotational movements, after rinsing the mouth with tap water. Cells were transferred
to a Falcon tube containing 1 mL of 3:1 methanol/acetic acid, centrifuged at 130 x g
during 5 min, fixed and dropped onto pre-cleaned slides. The air dried slides were

stained using modified Feulgen Rossenbeck technique?.
Cytological analysis

The blinded smears were analyzed under a light microscope at 400x
magnification and the abnormalities were confirmed by 1000x oil immersion
microscopy. Micronuclei were scored according to the criteria described by Sarto et

al.?! as parameter of genotoxicity, and broken eggs, buds, pyknosis, karyorrhexis,
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and karyolysis according to Tolbert et al.*’. A minimal of 1000 cells was analyzed for

each slide by a single observer, previously calibrated by an experienced pathologist.

Statistical analysis

Data were submitted to statistical analyses of Wilcoxon matched pairs test.

Significance was set at p < 0.05.
Results

Frequencies of micronucleated cells and other nuclear alterations before and 7
days after X-ray exposure is illustrated in Table 1. Frequency of broken eggs, buds
and pyknosis was statistically significant higher after radiation exposure (Wilcoxon
Matched Pairs Test, p<0.05). Although no difference with statistical significance for
micronucleus, karyolysis, and karyorrhexis were observed after X-ray exposure,
increase on frequencies on these nuclear alterations did occur. This can be clearly
observed in Figure 1, under normal frequency distribution curves. No difference was

observed for sexes (p>0.05).

Table 1. Frequency of nuclear alteration of children exposed to panoramic

radiography.

X-ray Normal Micro- Karyo-  Karyo- Pycnosis* Buds* Broken — +5ia1
exposure nucleus lysis rrhexis eggs*

Before 52057 63 2093 286 273 179 49 55000
After 64029 78 2358 326 413 263 109 67576

* - Differences statistically significant (Wilcoxon Matched Pairs Test, p<0,05).
Data are expressed as %o
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Figure 1. Normal frequency distribution curves of the number of the micronuclei

and other cytotoxic nuclear alteration.

Frequency
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Curves fit expected normal frequency distribution.

A — micronucleous; B — karyorrhexis; C - karyolysis; D — pyknosis; E — buds; F- broken eggs; 1 -
before X-Ray; 2 — after X-Ray. Data for 30 patient children.

*- Difference statistically significant (Wilcoxon Matched Pairs Test, p<0,05).

Discussion

Actually, children are more susceptible to toxic agents than adults®’, and
ionizing radiation can be mutagenic with cumulative actions®®. Whereas an individual
may be subjected to repeated X-rays, the effect of its successive exhibitions should
be considered, since frequent nuclear changes after these events may occur®.
Although the radiation dose received under panoramic radiography is low™, children
are more radiosensitive than adultos®*. This way, the cumulative effect of small doses
over sensitive tissues could trigger cytotoxic effects, resulting in chronic cell injury,

compensatory cell proliferation, tumor development, and carcinogenesis?.
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However, studies of Ribeiro et al.® showed similar cytotoxic increase in adults
and children subjected to panoramic radiography, concluding that children are not
more susceptible than adults to nuclear alteration induced by X-rays.

In this work, sample size and nuclear assays was higher than Ribeiro et al.®
and Angelieri et al.?, and we observed cytotoxicity effects following exposure to X-
rays and also significant increase in other nuclear degenerative changes: buds and
broken eggs, unlike those authors. Thus, more studies on effects of X-rays in
children are necessary, noting its implications in the short and long term, since the
risk of damage against the low doses of radiation in this population is not fully
clarified.

According to Silva et al.?, female hormones cause changes in epithelial cells of
the oral mucosa of women. However, in this work difference related to sex was not
observed, probably because the sex age selected was not at puberty.

Currently, many authors have demonstrated that low doses of radiation
exposure from panoramic radiography cause cytotoxicity in tissues of oral mucosa®®,
but no increase in frequency of micronuclei®*°. This work presented similar results.

However, Cerqueira et al.* found high frequency of micronuclei in gingival
epithelial cells after exposure to radiation, associating this finding to the fact that
those cells of are directly affected by X-rays during the taking of panoramic
radiography. Epithelium of the buccal mucosa is also hit directly by X-rays, but it was
not observed significant increase in frequency of micronuclei after X-radiation
exposure in this work and other similar studies. Masticatory, specialized and coating
mucous could react differently to the action of X-rays*’, still being necessary further
studies make this comparison possible.

Micronuclei formation is dose-dependent and varies according to type of
radiation used and radiosensitivity of the tissue. However, low doses of X- radiation
are able to induce DNA damage, which does not necessarily result in micronuclei®.
In this work the amount of micronuclei and other changes observed were higher after
X-rays exposure, but not statistically significant (Figure 1). It is possible that the
cytotoxic events that decreased cellular viability, causing death by apoptosis, are
related to the occurrence of low frequency of micronucleated cells*?.

This work showed statistically significant increase in the frequency of buds,
broken eggs and pyknosis in children subjected to panoramic radiography, similar to

Silva et al.>. Meaning of buds and broken eggs is still obscure'®, and it could be
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related to normal process of cellular division**, with DNA amplified and eliminated
from nuclei during S phase of cellular cycle?’, or with micronuclei precursor
structures®®*?°. This hypothesis would entail genotoxicity of X-rays on the oral mucosa
of children. So far, it is only possible to say that X-ray cause genetic instability.
Pycnosis changes are normally found in squamous cellular surface; it may indicate
cellular degeneration by intense ripeness or premature aging linked to a strong
cellular inflammatory process, causing death of the affected cells.

Cellular death by apoptosis could occur due to the large amount of injuries
caused by the cell's DNA, making it not fully functional to organism. The successive
occurrence of these events may delay the renewal of the mouth epithelial tissue. If
repair capacity of the organism is overcome, degenerative phenomena can cause
epithelial alterations, increasing the predisposition to malignant transformation®.
Thus, it is important to examine the toxicity of X-radiation throughout longitudinal
studies to verify if generated damages are punctual and transient or incorporated and
maintained along the cellular divisions®!.

The panoramic radiography is considered examination of choice for initial
assessment of children above the age of 5, because it allows extensive observation
of the bucomaxilofacial complex and exposes the child to a lower dose of X-radiation,
compared to an intraoral radiographic survey. However, it should be indicated
whenever necessary, using accurate radiographic technique following actual

radioprotection criteria in order to avoid unnecessary repetitions®.

Conclusions

The results of the present work suggest that exposure to X-rays during

panoramic radiography could induces cellular death in oral mucosa cells in children.
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4.3 ARTIGO 2 EM PORTUGUES

Introducéo

A radiografia panoramica tem sido amplamente utilizada como exame de
rotina para diagnostico inicial em Odontologia [1,2], proporcionando grandes
beneficios para o planejamento odontolégico. Todavia, estudos recentes
demonstraram que a exposicdo aos raios X durante a tomada radiogréfica
panoramica produziu citotoxicidade e genotoxicidade em tecidos orais humanos.
Desta forma, recomenda-se a indicacdo daquele exame apenas quando ha uma
justificativa clinica, uma vez que mesmo baixas doses de radiacdo (como a
guantidade emitida durante a exposicdo a radiografia panoramica), ainda assim, sao
capazes de provocar efeitos bioldgicos deletérios e cumulativos [3-10].

As alteracdes genéticas como formacdes de micronucleos e as degeneracfes
nucleares sao efeitos biologicos associados a iniciagdo da carcinogénese [11,12]. O
conhecimento dos fatores causais e dos efeitos destas alteracbes favorece a
prevencdo ao cancer [7,8,13]. Portanto, estudos sobre os efeitos genotoxicos e
citotoxicos induzidos pela radiacdo X sdo importantes para identificar o grau de risco
ao cancer que o paciente apresenta quando exposto, objetivando minimiza-lo [4].

Os micronudcleos sédo fragmentos de cromossomos Ou Cromossomos inteiros
que foram perdidos durante a mitose celular devido a um evento clastogénico ou
aneugénico [14,15]. A radiacdo X é um agente clastogénico, que pode induzir a
formacdo de micronucleos e outras alteracbes nucleares [16]. A frequéncia de
micronucleos é utilizada como um parametro para verificar o grau de exposicdo e a
extensao do dano causado por um agente ao DNA. Funciona como um biomarcador,
indicativo da suscetibilidade de um individuo ao aparecimento do cancer [14,17-22].
A associacdo do teste de micronucleos com o registro de outras alteracfes
nucleares indicativas de morte celular aumenta a sensibilidade da deteccdo de
danos celulares [12,16].

Assim, o0 objetivo deste estudo foi verificar se a exposicdo a radiacdo X
emitida durante a tomada radiografica panoramica induz ao aumento na freqiéncia
de micronucleos e outras alteracdes nucleares, contribuindo ao conhecimento

existente acerca dos efeitos induzidos por raios X sobre tecidos orais humanos.
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Material e métodos

A busca dos artigos foi realizada nas bases de dados eletrénicas da Biblioteca
Virtual de Saude e PubMed entre abril de 2009 a julho de 2010. Os estudos a serem
selecionados deveriam ter como objetivo principal a avaliacdo dos efeitos
genotoxicos e/ou citotoxicos dos raios X sobre células orais em humanos
submetidos a radiografia panoramica. As palavras-chave utilizadas foram panoramic
radiography em combinacdo com: genotoxicity (6 artigos BVS e 3 PubMed), com
DNA (5 artigos BVS e 13 PubMed) e com micronucleus test (6 artigos PubMed). A
busca limitou-se a artigos publicados a partir de 2003.

Os critérios de incluséo foram estabelecidos previamente para esse estudo de
revisdo. Os critérios de inclusdo definidos para a selecao dos artigos foram: a)
pacientes submetidos a radiografia panoramica por indicacdo de um profissional; b)
radiografia panoramica como variavel independente; c) pesquisa realizada com
seres humanos; d) artigos publicados em qualquer idioma, a partir do ano de 2003;
e) controle dos fatores de confuséo e vieses. Os critérios de exclusao tiveram como
objetivo limitar que fatores externos pudessem interferir nos efeitos da radiagédo X,
emitidos durante a tomada radiografica panoramica, sobre os tecidos orais. Os
critérios de excluséo para esta revisao foram: a) presenca de outra intervencao além
da radiografia panoramica; b) estudos de caso, in vitro ou realizados com animais; c)
avaliacd@o de células ndo provenientes da mucosa oral.

Os artigos selecionados foram avaliados quanto a qualidade por um avaliador.
Foi verificado se a metodologia empregada em cada estudo adequava-se aos
parametros descritos no projeto HUMN, diminuindo as fontes de variabilidade que
poderiam comprometer os resultados apresentados [16]. Foram considerados 7 itens
(listados na Tabela 1) e julgados como: (A) adequado, (M) moderada adequacéo,
(B) baixa adequacgéo ou (N) auséncia da informacdo. A avaliagdo final dos estudos
classificou-os como fraco, moderado ou forte evidéncia cientifica, conforme os
critérios de apreciacdo critica. ApOs selecdo dos artigos, foram extraidas e

resumidas as informagdes disponiveis nos mesmos (Tabela 2).
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Resultados

A pesquisa inicial nas bases de dados eletronicas identificou 33 referéncias.
Retirando-se as duplicatas chegou-se a um total de 16 publicagbes, sendo seis
excluidas por ndo pesquisar genotoxicidade ou citotoxicidade associada a radiacao
X emitida durante a exposicao a radiografia panoramica e uma por avaliar linfocitos.
Os nove artigos restantes foram inclusos nesta revisdo por cumprirem os critérios de
inclusdo e exclusdo descritos nos materiais e métodos (Tabelas 1 e 2). Os
resultados destes estudos estéo descritos na Tabela 3.

Os estudos apresentados relataram necessidade de mais pesquisas quanto
aos efeitos genotoxicos e citotdxicos provocados pelos raios X emitidos durante a
tomada de radiografias panoramicas [3-10]. Além disso, o0s autores [3-10]
recomendaram a indicagao criteriosa das radiografias panoramicas, pois como este

exame nao esta isento de riscos ele deve ser utilizado apenas quando necessario.

Discussao

Desenho metodolégico dos estudos

Uma maneira de estudar os efeitos da irradiacdo em uma populacéo exposta
€ conduzir pesquisas utilizando parametros bioldgicos pertinentes com
manifestacdes em curto prazo e identificar os danos resultantes da exposi¢do aos
raios X. As informacdes obtidas podem ser usadas como um aviso do risco potencial
do desenvolvimento, em longo prazo, de problemas de saude como o cancer [23].

Nesta revisdo, os estudos analisados buscaram avaliar dano genotoxico ou
citotéxico em tecidos orais humanos apds a exposicdo de pacientes a radiacdo X
emitida durante a tomada da radiografia panoramica, sendo o individuo seu préprio
controle (desenho cruzado). Apesar desse desenho metodolégico ndo ser
considerado padréao ouro em qualidade de evidéncia, tem sido bastante utilizado em
pesquisas envolvendo efeitos da radiacdo. Isto se deve principalmente as questdes

éticas que permeiam a exposi¢cdo de individuos saudaveis ao risco.
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Aspectos metodoldgicos dos estudos

O aumento na frequiéncia micronucleos em células orais tem sido associado a
diversos fatores como: exposi¢cao a radiacdo [16,24]; presenca de lesdes na mucosa
oral [16,17]; tabagismo [16,19], ingestao freqiiente de alcool [16,19,25,26], dieta [16],
uso continuo de enxaguatorio oral [19,27], sexo [5] e idade [11,28], entretanto, 0
efeito destes parametros na ocorréncia de microndcleos ainda € inconclusivo. Os
artigos avaliados buscaram evitar que estes possiveis fatores de confuséo
interferissem no desfecho estudado por meio do controle ou exclusdo destas
variaveis da amostra, ou, analisando o peso das mesmas junto a variavel
independente radiografia panoramica.

Os tecidos orais estdo na rota direta do feixe de raios X emitido durante a
tomada da radiografia panoramica. A radiacdo pode afetar as células progenitoras
da camada basal do epitélio oral; porém, ao utilizar a citologia esfoliativa para
verificar os efeitos provocados, a coleta deve se dar entre uma a trés semanas apos
o turnover celular, quando a célula descama [15,16]. Desta forma, houve adequacéao
dos estudos revisados quanto ao periodo de coleta celular apés a exposicdo a
radiagdo X emitida durante a obtengdo da radiografia panoramica.

E possivel realizar a citologia esfoliativa na mucosa oral utilizando cytobrusch,
escovas dentais, espatulas de metal, plastico ou madeira [15,18]. Cuidados
adicionais devem ser tomados ao se utilizar espatulas de madeira. Estas devem
estar umedecidas em solucdo tampédo antes da coleta celular, evitando
ressecamento e alteracdo da amostra [16]. As pesquisas que utilizaram espatula de
madeira ndo relataram este cuidado adicional [4,7-10], o que pode ter acarretado um
aumento no numero de células observadas com alteracdes citotoxicas. Além disso, o
vigor empregado durante a raspagem € de dificil padroniza¢do, podendo ser uma
fonte de variabilidade entre os diferentes estudos [15,16,22], pois danos celulares
podem ser provocados mais facilmente durante esfregacos vigorosos quando
comparados aos leves [16].

A auséncia de cuidados durante o preparo e coloracdo das laminas também
interfere nos resultados. As células ficam mais agrupadas e sobrepostas quando séo
depositas sobre a lamina por meio do esfregaco, dificultando a leitura e a eleicdo de
areas de avaliacdo segundo os critérios descritos por Tolbert et al [12]. Este método

foi utilizado por Cerqueira et al. [3,6]. A confeccdo das laminas utilizando citologia
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em meio liquido e centrifugacdo € adequada [16,29]. A centrifugacdo auxilia na
remocdo de sujidades e microorganismos que podem gerar artefatos [18]; e a
citologia em meio liquido permite que as células figuem mais esparsas sobre a
lamina, facilitando a leitura; e em conformidade com os critérios de contagem ja
citados [12].

Ainda ndo existe um protocolo validado quanto ao preparo, fixacdo e
coloracdo de células da mucosa oral visando analise de micronucleos e outras
alteracOes nucleares sob microscopia de luz ou fluorescéncia. Entretanto, a fixacao
com metanol e acido acético (3:1) [18] e a coloracdo de Feulgen sdo bastante
apropriadas para este tipo de estudo [15,16,18]. A vantagem da coloracdo de
Feulgen Fast Green é a especificidade para corar DNA [30-33]; o nucleo adquire
uma tonalidade résea e o citoplasma verde claro permitindo boa visualizagdo devido
ao contraste tanto em microscopia de luz quanto fluorescéncia. O método de
Giemsa utilizado pelo estudo de Popova et al. [11] implica em risco elevado de falso-
positivo, pois granulos ceratohialinicos, alteracdes metanucleares e bactérias podem
ser erroneamente interpretadas como micronucleos [15,16].

Os critérios utilizados na avaliacdo dos desfechos investigados (micronucleos
e alteracbes nucleares citotoxicas) tém validade e confiabilidade descritos na
literatura. Estes foram reportados por Belien [17], Sarto [34] e Tolbert [12]. Com
excecdo de Popova et al. [11], os demais autores utilizaram os critérios de Tolbert
e/ou Sarto nas mensuracdes realizadas. Porém, os artigos avaliados deixaram de
relatar o nivel de confiabilidade intra e/ou interexaminador. Ndo se deve assumir
que, pelo fato de somente um examinador experiente realizar todas as
mensuracdes, a confiabilidade sera adequada, garantindo a forca de evidéncia.
Outros dois pontos controversos foram: a possibilidade de erro de leitura durante a
analise microscopica, pois alguns estudos nao relataram cegamento [4,7-10]; e o
uso de magnitudes menores para contagem do numero de alteragdes nucleares,
uma vez que a recomendacdo € a de que este tipo de avaliacdo seja feita com
objetivas de alta magnitude (400x e 1000x) [18].

Para se obter um resultado estatisticamente significativo, deve-se observar
um numero minimo de 1000 células orais por individuo, entretanto esta quantidade
aumenta para 2000 ou 3000 células quando a frequéncia de micronucleos

encontrada for maior que 5 ocorréncias por amostra [12]. Desta forma, o nimero de
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individuos analisados em cada estudo, que variou de 17 a 42 participantes antes e
apos a exposicao, pode ser considerado satisfatorio para os fins pesquisados.

A analise estatistica utilizada nos artigos avaliados foi correta: Teste de
Wilcoxon para variaveis numéricas sem distribuicdo normal com dados pareados, e
Mann-Whitney ou X? quando foram analisados dados n&o pareados.

A inexisténcia de um protocolo de pesquisa validado definindo quais
alteracOes nucleares devem ser verificadas concomitantes ao teste de micronucleos
[19,22] tornou-se evidente pela falta de homogeneidade dos desfechos avaliados
nesta revisado, conforme observado na Tabela 3. Mesmo considerando que a
maioria das pesquisas foi conduzida por um Unico grupo de pesquisadores, é
necessario que haja uma padronizacdo na forma de apresentacdo dos dados,
possibilitando compara¢des futuras. A quantificacdo dos micronicleos pode ser
descrita por meio da frequéncia de células micronucledas; pela média de alteracbes
por célula; ou pelo nimero total de microndcleos / namero de células avaliadas do
individuo. Considera-se esta Ultima forma de apresentacdo de resultados como
sendo a mais indicada para avaliacdes decorrentes de genotoxicidade [15]. Outro
aspecto a ser considerado € a importancia da apresentacdo de cada alteracéo
nuclear citotoxica separadamente, tornando bastante claro o efeito da radiacdo X
sobre a mucosa oral. Isto ndo ocorreu nos estudos conduzidos pelo grupo de Ribeiro
e Angelieri [4,7-10].

Em pesquisas utilizando linfocitos, as causas de variacdes na freqiéncia de
micronucleos ja estdo estabelecidas, sendo: 65,3% devido a dose de exposi¢do ao
agente genotdxico; 26,3% covariancia; 4,5% laboratorio; 3,1% nao explicado; e 0,5%
método de coloracdo [16]. Para células orais, a identificacdo e distribuicdo dos
fatores das variacdes que poderiam alterar a freqiiéncia de microndcleos entre
diferentes pesquisas permanecem obscuros, devido a variabilidade de métodos
guanto a coleta celular, preparo das laminas, métodos de coloragdo, itens ainda
desconhecidos, e principalmente, pela auséncia de um protocolo de pesquisa
validado [16,22]. O projeto HUMN tem avancado no sentido de responder estas
guestdes, buscando homogeneizar o método de pesquisa para aplicacéo do teste de
micronucleos em células da mucosa oral [16].

Desta forma, o nivel de evidéncia resultante da analise critica dos artigos
desta revisdo suporta a afirmacéo de que a radiacdo X emitida durante a tomada da

radiografia panoramica pode induzir citotoxicidade, mas ndo genotoxicidade. Isso se
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deve ao fato de os artigos analisados apresentarem boa classificagdo quanto aos
critérios descritos no projeto HUMN. Por fim, os efeitos deletérios dos raios X
emitidos durante a exposi¢cdo a radiografia panoramica sustentam a indicacéo deste

exame apenas quando necessario.

Conclusao

O nivel de evidéncia apresentado pelos artigos analisados foi suficiente para
suportar que a radiacdo X emitida durante a obtencdo da radiografia panoramica é
capaz de induzir efeito citotoxico em células da mucosa oral, mas nao

genotoxicidade.



Tabela 1 - Resultado da analise da qualidade de evidéncia dos artigos.

Autor Cerqueira  Angelieriet Popovaet  Silvaet Ribeiro  Cerqueira et Ribeiro e Angelieriet  Ribeiro et
Itens (Ano) etal. al. (2007) al. (2007)  al. (2007) etal. al. (2008) Angelieri al. (2009) al. (2010)
Avaliados (2004) (2008) (2008)
Tipo de estudo M M M M M M M A M
Controle de viés A A A A A A A A A
Consentimento A A A A A M A A A
Descricéo e adequacao A A M A A A A A A
da metodologia
Método de coleta e M A M A A A A A A
tratamento dos dados
Cegamento A N N A N A N N N
Anélise estatistica A A A A A A A A A
Classificacéo final Moderado Forte Fraco Forte Forte Forte Forte Forte Forte

evidéncia cientifica

A = alta adequacdo, M = moderada adequacdo, B = baixa adequacdo, N = auséncia da informacéo
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Tabela 2 - Resumo comparativo dos artigos que preencheram os critérios de relevancia cientifica.
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Autor Cergueira et al. (2004) Angelieri et al. Popova et al. Silvaetal. Ribeiro et al. Cergueira et al. (2008) Ribeiroe Angelieri et al. Ribeiro et al.
Itens (2007) (2007) (2007) (2008) Angelieri (2008) (2009) (2010)
Amostra 31 17 32 42 17 40 39 15 fumantes 17 30

ndo
Faixa etaria 24 +1.023 7.7+15 24473 18240 39.615.4e7.7£1.5 26+9.18 39.6+13 37.7+65¢€ 20-23
39.645.4
Coleta celular Esfregago com escova Citologia em meio Citologia em N Citologia em meio Esfregago com escova Citologiaemmeio  Citologiaem meio  Citologia em meio
cervical liquido com meio liquido Escova cervical liquido com cervical liquido com liquido com liquido com
espatula de com escova espatula de espatula de espatula de espétula de
madeira dental madeira madeira madeira madeira

Coloragao Feulgen Rossembeck FFG Giemsa 10% Feulgen FFG Feulgen Rossembeck FFG FFG FFG
Ne células 1000 2000 2000 2000 2000 1000 2000 2000 2000
avaliadas
Local da Mucosa jugal Mucosa jugal Mucosa jugal Borda lateral da Mucosa jugal Gengiva maxilar Mucosa jugal Muc jugal e borda Mucosa jugal
coleta lingua lateral da lingua
Momento da Antes e 10 dias apds Antes e 10 dias Antes e 10+2 Antes e 10 dias apds Antes e 10 dias Antes e 10 dias apds Antes e 10 dias Antes e 10 dias Antes e 10 dias
coleta apds dias ap6s apos apos apds apods
Aumento N 400x 100x 400x e 1000x 400x 200x e 1000x 400x 1000x 400x
Critérios para Tolbert Sarto e Tolbert Descreve Sarto e Tolbert Sarto e Tolbert Tolbert Sarto e Tolbert Sarto e Tolbert Sarto e Tolbert
avaliacéo critérios
celular utilizados
Desfechos MN, buds, broken eggs, MN, cariorréxe, MN MN, buds, broken MN, cariorréxe, MN, broken eggs, MN, cariorréxe, MN, cariorréxe, MN, cariorréxe,
avaliados cromatina condensada, cari6lise e picnose eggs, cariorréxe e caridlise e picnose cromatina condensada, cariolise e picnose  caridlise e picnose  caridlise e picnose

cariorréxe, cariélise e
picnose

células binucleadas

cariorréxe, caridlise e
picnose

MN = micronucleo, FFG = Feulgen Fast Green



Tabela 3 — Resultados e conclusdes dos artigos revisados segundo autor.

Autor (Ano)

Resultados alterados ap6s a exposicao -

Conclusoes do estudo

Cerqueira et al. (2004)

Angelieri et al. (2007)

Popova et al. (2007)

Silva et al. (2007)

Ribeiro et al. (2008)

Cerqueira et al. (2008)

Ribeiro e Angelieri (2008)

Angelieri et al. (2009)

Ribeiro et al. (2010)

Cromatina condensada e cariorréxe aumentados (p<0.0001).

Cariorréxe, picnose e caridlise aumentados ( p<0.05).

N&do houve alteragdo significativa na freqliéncia de micronicleos
(t=1.19 e p>0.05).

Alto nimero de broken eggs, buds, cariorréxe e células binucleadas (p =
0.01) com uma exposicdo. N° de cariorréxes e células binucleadas
maior no grupo exposto a uma segunda radiografia panoramica (p =
0.01).

Aumento na freqiiéncia de cariélise, picnose e cariorréxe (p<0.05) em
criangas e adultos.

Freqiiéncia de micronicleos (p<0.05), cariorréxe e cromatina
condensada (p<0.001) mais alta apds a exposicéo.

Aumento na freqliéncia de cariorréxe, picnose e caridlise (p<0.05).
Aumento na freqiiéncia de cariorréxe, carilise e picnose (p<0.05) em
fumantes e ndo fumantes, tanto em borda lateral de lingua como em

células da bochecha.

Freqliéncia de cariorréxe, cariélise e picnose aumentadas (p<0.05).

Os raios X emitidos durante a tomada radiografica panoramica
induzem efeitos citotoxicos por incremento na apoptose.

Radiacdo X emitida durante a tomada radiografica panordmica
pode induzir morte celular.

Exposicdo aos raios X durante a tomada radiografica panoramica
ndo induz a formagdo de microndcleos.

Os raios X emitidos durante a tomada radiogréfica panoramica
aumentam o nimero de alteracBes nucleares (exceto MN), efeito
intensificado quando ha repeti¢do do exame.

Os raios X podem induzir efeitos citotoxicos na mucosa oral.
Criangas ndo sdo mais suscetiveis aos efeitos nocivos dos raios X
guando comparadas aos adultos.

Os raios X promovem genotoxicidade e incremento da aptoptose
no epitélio gengival.

Radiacdo X emitida durante a tomada radiogréafica panoramica é
capaz de induzir citotoxicidade.

Raios X promovem citotoxicidade. Os efeitos mais pronunciados
ocorreram na borda lateral da lingua de fumantes.

Radiagdo X emitida durante a exposicdo a radiografia
panoramica digital é capaz de promover citotoxicidade.
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* Com excecdo dos resultados apresentados por Cerqueira et al. (2008), os demais artigos nao encontraram diferenca significativa na freqiiéncia de micronicleos antes e apds

radiografia panoramica.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que os raios X emitidos durante a obtencéo da
radiografia panoramica podem induzir alteracdes nas células do epitélio da mucosa

oral de criancas.



o1

REFERENCIAS DA DISSERTACAO

ANTUNES, J.L.F.; PERES, M.A. Epidemiologia da saude bucal. 1. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2006.

CAPELLLI, J. et al. Avaliacdo de interesse clinico entre a radiografia panoramica e o
conjunto periapical aplicado a clinica odontoldgica. Rev Inst Ciénc Saude, v. 9, n. 2,
p. 59-68, jul./dez. 1991.

CERQUEIRA, E.M.M. et al. Genotoxic effects of X-rays on keratinized mucosa cells
during panoramic dental radiography. Dentomaxillofac Radiol, v.37, p. 398—-403,
2008.

DIAS, E.P. et al. Estudo comparativo de raspados orais submetidos a técnica de
citologia em meio liquido e citopatologia convencional. J Bras Patol Med Lab, v. 44,
n. 1, p. 25-9, fev. 2008.

FEULGEN, R.; ROSSENBECK, H. Mikroskopisch chemischer Nachweis einer
Nucleinsdure vom Typus der thymonucleinsaure und die darauf bestehende elektive
Farbung von Zellkernen in mikroskopischen Préparate. Z Physiol Chem, v. 135, p.
203-48, 1924.

FREITA, V.S. et al. Efeitos genotoxicos de fatores considerados de risco para o
cancer bucal. Revista Baiana de Saude Publica, v.29 n.2, p.189-19, jul./dez. 2005.

HOLLAND, N. et al. The micronucleus assay in human buccal cells as a tool for
biomonitoring DNA damage: The HUMN project perspective on current status and
knowledge gaps. Mutat Res, v. 659, p. 93-108, 2008.

OLIVEIRA, M.M.N; CORREIA, M.F.; BARATA, J.S. Aspectos relacionados ao
emprego da radiografia panoramica em pacientes infantis. R Fac Odontol Porto
Alegre, v. 7, n. 1, p. 15-9, abr. 2006.

PAGNONCELLI, S.D.; OLIVEIRA, F.A.M. A utlizacdo da radiografia panoramica
como uma opcdo de diagnédstico radiografico inicial em Odontopediatria. J Bras
Odontopediatria & Odontologia do Bebé, v. 2, n. 7, p. 186-99, maio/jun. 1999.



52

POPOVA, L. et al. Micronucleous test in buccal epitellium cells from patients
subjected to panoramic radiography. Dentomaxillofac Radiol, v. 36, p. 168-71,
2007.

RIBEIRO, D.A.; ANGELIERI, F. Cytogenetic biomonitoring of oral mucosa cells from
adults exposed to dental X-rays. Radiat Med, v. 26, p. 325-330, 2008.

RIBEIRO, D.A. et al. Cytogenetic biomonitoring in patients exposed to dental X-rays:
comparison between adults and children. Dentomaxillofac Radiol, v. 37, p. 404-7,
2008.

SARTO, F.; FINOTTO, S.; GIACOMELLI, L. The micronucleus assay in exfoliated
cells of the human buccal mucosa. Mutagenesis, v. 2, p. 11-17, 1987.

TAKAHASHI, M. Atlas colorido de Citologia do Cancer. 2. ed. Sdo Paulo: Manole,
1982.

TOLBERT, P.E.; SHY, C.M.; ALLEN, J.W. Micronuclei and other anomalies in buccal
smears: methods development. Mutat Res, v. 271, p, 69-77, 1992.



APENDICES

APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

B, e e e ety TESpONSAVE]  pelD
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para pariicipar da pesquisa intitulada: *Genotoxicidade e citotoxicidade dos raios X no
epitélio da mucosa oral de criangas submetidas a radiografia panoramica™ autorizo a
sua participag3o.

A cirurgid-dentista Evelyn Louise Antonio, aluna do mestrado em Salde Bucal
durante a infincia e adolescéncia da UFPR explicou-me que as pesquisas permitem
avancos importantes em todas as areas e que a participagio do meu filho(a) neste estudo
& muito importante.

Sei gue o objetivo desta pesquisa é descobrir se os raios X utilizados para uma
radiografia panordmica sdo capazes de causar mudangas importantes na gengiva da
crianga.

Fui avisado que se meu filho(a) participar da pesquisa sera feito um exame
chamado citologia esfoliativa antes da radiografia panoramica e 07 dias depois.

Meu filho fara um bochecho com agua e em seguida sera passada suavemente
uma escova macia por cinco vezes na bochecha dele(a). Sei também que este exame com
a escova nao oferece riscos.

Como meu fiho esta sendo atendido na Odontopediatria, o acompanhamento do
tratamento dele sera feito pelos professores daquela clinica. Os resultados deste estudo
servirdo para propor novas formas de diagnostico efou critérios para solicitar radiografias
panoramicas em criangas.

A cirurgid-dentista Evelyn Louise Antonio sera responsavel pelo exame do meu
filho{a) nesta pesquisa e estara disponivel para esclarecer qualquer divida que possa
surgir sobre a pesquisa seja por telefone: 8835-1511; e-mail:
louise eveln@vahoo combr, ou, no Servico de Radiologia Odontolgica da UFPR (Rua
Prefeito Lothario Meissner, n® 632, Jardim Botanico) s segundas e tergas-feiras das
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Sei também que se eu ndo quiser autorizar o meu filho a participar da pesguisa,
essa decisdo nao vai afetar o atendimento ou o tratamento odontologico dele.

Fui informado que todos os dados pessoais do meu filho serdo mantidos em
segredo.

(Assinatura do responsavel legal)

Curitiba de de 2010.

Evelyn Louise Antonio
Pesguisadora Responsavel

Prof. Dr. Angela Femandes — Orientadora
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Questionario para selegio da amostra

Data de nascimento (2000 a 2006): ! I/

Idade: 4 5 6 T a 9 10
Sexo: F M

Crianga apresenta alteracoes em mucosa oral? 5 N
Portadora de doenca sistémica ou de alteragbes que 5 N
poderiam comprometer a mucosa oral?

Realizou exame radiografico em regiao de cabeca a menos 5 ]
de 21 dias?

Faz uso didrio ou continuo de enxaguatdrio oral contendo 5 N
dlcool no ditimo més?

Esta fazendo uso de alguma medicag3o? 5 N
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Data da coleta celular: !
2010.

Assinatura do responsavel:
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[l Ministério da Educacao
Universidade Federal do Parana

U F P R Setor de Ciéncias da Saude

sERsERSETERERABOPARE Comité de Etica em Pesquisa

Curitiba, 26 de agosto de 2009.

llmo (a) Sr. (a)
Evelyn Louise Antonio

Nesta

Prezado(a) Pesquisador(a),

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Genotocidade
dos raios X sobre a mucosa oral de criancas submetidas a radiografia
panoramica” esta de acordo com as normas éticas estabelecidas pela Resolucéo
CNS 196/96, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias
da Salude da UFPR, em reunido realizada no dia 05 agosto de 2009 e apresentou
pendéncia(s). Pendéncia(s) apresentada(s), documento(s) analisado(s) e projeto
aprovado em 26 de agosto de 2009.

Registro CEP/SD: 761.096.09.07 CAAE: 0038.0.091.084-09

Conforme a Resolugdo CNS 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes relativas as
modificagbes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos.

Data para entrega do relatério final ou parcial: 26/02/2010.

Atencigsamente

'S AR
Prof®. Dr?, Liliana Maria Labronici
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude
Prof’ Dra. Liliana Maria Labronici

do Comité de Kiica
<a. SDIYFPR

Rua Padre Camargo, 280 - Alto da Gléria — Curitiba-PR ~ C EP 80060-240
Fone: (41)3360-7259 — e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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ANEXO B - INSTRUCOES PEDIATRIC DENTISTRY

Pediatric Dentistry « Journal of Dentistry for Children
Instructions to Contributors

Introduction

Pediatric Dentistry [or Journal of Dentistry for Children], a journal of the American Academy of
Pediatric Dentistry (AAPD), is published bimonthly [or 3 times per year] to promote practice, education,
and research specifi cally related to the specialty of pediatric dentistry. Manuscripts are accepted for
consideration if neither the article, nor any part of its essential substance, tables, or fi gures has been
or will be published in another journal or is simultaneously submitted to another journal. Published
papers do not necessarily represent the views of the editor, the AAPD Communications Department,
or the American Academy of Pediatric Dentistry.

Types of articles

The journal publishes full-length scientifi ¢ articles not exceeding 8 printed pages (20 double-spaced 8
1/2x11-in document pages; font no smaller than 11-point Times New Roman or Arial); and clinical
articles and case reports not exceeding 4 printed pages (10 double-spaced 8 1/2x11-in document
pages). Authors are encouraged to review these Instructions carefully prior to submitting their
manuscripts.

Submission of manuscripts

Submission of manuscripts to Pediatric Dentistry [Journal of Dentistry for Children] occurs online
through the Scholar One Manuscript Central Web site at http://mc.manuscriptcentral.com/pediadent,
[http://mc.manuscriptcentral.com/jdentchild]. No hard copy submissions will be accepted. Submitting
authors must set up an online account and provide all information requested during the online
submission process, including: corresponding author’s contact information; names, titles (such as
“associate professor,” “chairman,”), academic degrees (such as “DMD,” “MS,” “PhD,”), and affi liations
of all authors; short (running) title; and 3 to 5 keywords. Honorary designations should not be included
(eg, “FRCS,”, “FICD”, “Diplomate, ABPD,” etc). Authors should ensure that the keywords appear in the
U.S. National Library of Medicine Medical Subject Headings, or “MeSH” (found at
“http://www.nlm.nih.gov/mesh/”). This information should also appear on the first page of the
UNBLINDED version of the manuscript but should be removed from BLINDED version along with any
references to names, authors, or institutions. Both an UNBLINDED and BLINDED version of the
manuscript must be uploaded. Tables should appear at the end of the main document, while photos,
photomicrographs and graphs should be submitted as separate fi les (.jpg or .tif format). Prior to
submission, the corresponding author must guarantee that the article has not been published, and is
not being considered for publication elsewhere. Submission of multi-authored manuscripts implies
participation of each of the authors in the preparation of the paper. Only individuals who have made a
signifi cant contribution to the study or manuscript should be listed as authors. The efforts of others
should be noted in the Acknowledgments section at the end of the manuscript. The corresponding
author should submit the following statement: “All authors have made substantive contribution to this
study and/or manuscript, and all have reviewed the fi nal paper prior to its submission.” Authors
(including authors of letters to the editor) are responsible for disclosing all fi nancial and personal
relationships that might bias their work. If such confl icts exist, the authors must provide additional
detail in the appropriate text box during online submission. Funding sources for the work being
submitted must be disclosed in the Acknowledgments section of the manuscript.

Manuscript organization

Scientifi ¢ articles should be organized under the following headings: Abstract, Introduction, Methods,
Results, Discussion, Conclusions, Acknowledgments, and References. Titles of all papers should not
exceed 15 words. The Introduction section should include only pertinent references. When included
for a study, the Methods section should be suffi ciently detailed to replicate the study. The Results
section should include only results and not discussion of the data. The Discussion section should
discuss the results, but not repeat them. The Conclusions section should consist of succinct,
numbered statements that are supported by the results of the study. They should not repeat the
Results section. Clinical articles and case reports should include: brief unstructured Abstract, brief
Introduction, Description of Case or Clinical Technique, Discussion (if any), Acknowledgments (if
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any), and References (if any). Literature reviews should include a brief unstructured Abstract,
Introduction, the Review of the Literature with appropriate subheadings, Discussion, Conclusions,
Acknowledgments, and References.

Abstracts

All submissions must include an abstract. Abstracts should be brief providing the reader with a concise
but complete summary of the paper. Generalizations such as “methods were described” should not be
used. Scientific articles should have a structured abstract of approximately 200 words with the
following sections: Purpose, Methods, Results, and Conclusions. Clinical articles, case reports, and
literature reviews should have an unstructured abstract consisting of not more than 150 words.

Editorial style

Papers will be published in English, using American spelling. Manuscripts must be submitted with
proper English grammar, syntax, and spelling. Authors should express their own fi ndings in the past
tense and use the present tense where reference is made to existing knowledge, or where the author
is stating what is known or concluded. Footnotes should be avoided and their content incorporated
into the text. Numbers should be represented as digits; only numbers beginning a sentence should be
spelled out. The editors reserve the right to revise the wording of papers in the interest of the journal’s
standards of clarity and conciseness.

Units of measure: Authors should express all quantitative values in the International System of Units
(SI units) unless reporting English units from a cited reference. Figures and tables should use Sl units,
with any necessary conversion factors given in legends or footnotes. All numbers should be expressed
as digits, and percent values should be expressed as whole numbers. Laboratory data values should
be rounded to the number of digits that refl ects the precision of the results and the sensitivity of the
measurement procedure.

Statistical tests: The results of all statistical comparisons should be reported to include the statistical
test value and the associated P value and confifi dence interval, if appropriate. If P>.01, the actual
value for P should be expressed to 2 digits, whether or not P is signififi cant, unless rounding a signifi
cant P value expressed to 3 digits would make it nonsignifi cant (eg, P=.049, not P=.05). If P<.01, it
should be expressed to 3 digits (eg, P=.003, not P<.05). Actual P values should be expressed unless
P<.001, in which case they should be so designated. Nonsignifi cant values should not be expressed
as “NS.” For confi dence intervals, the number of digits should equal the number of digits in the point
estimate. For example, for an odds ratio of 3.56, the 95% confi dence interval should be reported as
“1.23, 5.67,” not as “1.234, 5.678.”

Tooth names: The complete names of individual teeth should be given in full in the text of articles
using the following convention: [primary/permanent] [maxillary/ mandibular] [right/left] [central/lateral or
fi rst/second/ third] [tooth type]. Examples: “primary maxillary right first molar,” “permanent mandibular
fi rst molars,” but “mandibular right second premolar.” In tables these names may be abbreviated by
the Universal system (A-T for primary teeth, 1-32 for permanent teeth).

Commercially-produced Materials: Any mention of commercially produced materials, instruments,
devices, software, etc, must be followed by the name of the manufacturer and the manufacturer's
location in parentheses. Example: “... in an Excel spreadsheet (Microsoft, Inc, Redmond, Wash).”
Abbreviations: Abbreviations should be used to make manuscripts more concise. The fi rst time an
abbreviation appears, it should be placed in parentheses following the full spelling of the term (eg,
“...permanent fi rst molars (PFMs)...”). In manuscripts using more than three abbreviations, authors
should use bold typeface for the first appearance of each abbreviation.

Permissions

For materials taken from other sources, a written statement from the authors and publisher giving
permission to Pediatric Dentistry for reproduction must be provided. Waivers and statements of
informed consent must accompany the manuscript when it is submitted for review. Waivers should
accompany any photograph showing a human subject unless the subject’s features are blocked
enough to prevent identification.

Human and Animal Subjects

Manuscripts of research involving human or animal subjects must state in the Methods section that the
study was approved by an Institutional Review Board (IRB) or other institutional research ethics
committee using language similar to “...this institutionally approved study... .” IRB approval for human
subjects must also be obtained if the study involved the use of tissues from humans (eg, extracted
teeth), or work produced by humans (eg, systematic analyses and meta-analyses).When human
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participating adult subjects, and parents or legal guardians of minors or incapacitated adults. If
required by the authors’ institution, informed assent must be obtained from participating children at or
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Figures

Graphics/photos should be provided at a minimum resolution of 600 dpi as a .tif or .jpg fi le.
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written permission and confi rmation of accuracy from the source of a personal communication; this
permission should be submitted as a supplementary document at the time of manuscript submission.
Authors should verify the accuracy of all references and are responsible for ensuring that no cited
reference contains material that was retracted or found to be in error subsequent to its publication.

Copyright

All authors must agree to the terms of copyright transfer as indicated during the online manuscript
submission process. The American Academy of Pediatric Dentistry owns copyright of any contribution.
The AAPD and its licensees have the right to use, reproduce, transmit, derivate, publish, and distribute
the contribution, in the journal or otherwise, in any form or medium. Authors will not use or authorize
the use of the contribution without the AAPD’s written consent, except as may be allowed by US fair
use Law.
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ANEXO C - INSTRUCOES MUTATION RESEARCH REVIEWS

Article structure

http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_h
ome/506097/authorinstructions

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered
sections. Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1,
1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to "the text". Any subsection
may be given a brief heading. Each heading should appear
on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate
background, avoiding a detailed literature survey or a
summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced.
Methods already published should be indicated by a
reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the
work, not repeat them. A combined Results and
Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a
short Conclusions section, which may stand alone or form
a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be
identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq.
(A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1)
and so on.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in
information-retrieval systems. Avoid abbreviations and
formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name
may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate
this clearly. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names.
Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name, and, if
available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle
correspondence at all stages of refereeing and publication,
also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in
addition to the e-mail address and the complete postal
address.

* Present/permanent address. If an author has moved
since the work described in the article was done, or was
visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent
address") may be indicated as a footnote to that author's
name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract
should state briefly the purpose of the research, the
principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be
able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations
should be avoided, but if essential they must be defined at
their first mention in the abstract itself. The abstract
should be no more than 300 words of size.

Keywords

Immediately after the abstract, please provide 3-6
keywords, using American spelling and avoiding general
and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible.

These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a
footnote to be placed on the first page of the article. Such
abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the
footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout
the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the
end of the article before the references and do not,
therefore, include them on the title page, as a footnote to
the title or otherwise. List here those individuals who
provided help during the research (e.g., providing
language help, writing assistance or proof reading the
article, etc.).

Nomenclature

Authors are requested to adopt the nomenclature system
for human gene mutations recommended by the HUGO
MDI Nomenclature Working Group. Guidelines for this
system can be found at Ehttp://journals.wiley.com/1059-
7794/nomenclature.html.
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