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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 crianças durante a obtenção da radiografia 
panorâmica. A amostra foi constituída por 30 crianças saudáveis, sendo 19 do sexo 
feminino e 11 do masculino, com faixa etária 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 líquida imediatamente antes e após sete dias da 
obtenção da radiografia panorâmica. Os esfregaços foram processados e corados 
utilizando a técnica de Feulgen Rossenbeck modificada. Foram analisadas e 
quantificadas projeções nucleares dos tipos buds e broken eggs, alterações 
genotóxicas na forma de micronúcleos e alterações citotóxicas dos tipos picnose, 
cariólise e cariorréxe. A frequência de picnose, buds e broken eggs foi 
significativamente maior após a exposição aos raios X (p<0.05), porém não houve 
diferença estatisticamente significante em relação às demais alterações estudadas 
(p>0.05) e ao sexo. A exposição aos raios X emitidos durante a obtenção da 
radiografia panorâmica pode induzir morte celular no epitélio da mucosa oral de 
crianças, porém não se encontrou indícios significativos de efeitos genotóxicos.   
 

 

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



3 
 

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 INTRODUÇÃO 

 

 

 A radiografia panorâmica fornece a imagem de todo o complexo 

bucomaxilofacial num único filme (CAPELLI et al., 1991) e tem sido amplamente 

utilizada em Odontologia. Além de permitir a diminuição da exposição aos raios X, 

quando comparada com um levantamento periapical, a radiografia panorâmica é de 

fácil execução, sendo bem aceita por crianças e adolescentes, o que justifica sua 

indicação na Odontopediatria (OLIVEIRA, CORREIA & BARATA, 2006). 

Os exames radiográficos proporcionam grande benefício ao exercício da 

Odontologia, porém o seu uso deve estar indicado mediante justificativa clínica, pois 

mesmo uma baixa dose de radiação, como a recebida pelo paciente durante a 

obtenção da panorâmica, é capaz de provocar efeitos biológicos deletérios e 

cumulativos nos tecidos humanos (PAGNONCELLI & OLIVEIRA, 1999). 

A exposição precoce e sucessiva à radiação X pode aumentar a possibilidade 

de alterações celulares num indivíduo, causando maior risco para o desenvolvimento 

de câncer. Alterações genéticas como formações de micronúcleos e aberrações 

nucleares são efeitos biológicos iniciais da carcinogênese (POPOVA et al., 2007). O 

conhecimento dos fatores que causam essas alterações e dos efeitos dos agentes 

carcinogênicos favorece a prevenção ao câncer. 

A discussão sobre doses de radiação recebidas pelo paciente e seus riscos 

biológicos envolvendo radiografias panorâmicas é extensa (PAGNONCELLI & 

OLIVEIRA, 1999). Uma maneira de estudar os efeitos da irradiação em uma 

população exposta é conduzir pesquisas utilizando parâmetros biológicos com 

manifestações em curto prazo e identificar os danos resultantes da exposição aos 

raios X. As informações obtidas podem ser usadas como um aviso do risco 

potencial, em longo prazo, de problemas de saúde, principalmente em crianças. 

O estudo da freqüência de micronúcleos tem sido utilizado para verificar 

efeitos genotóxicos em tecidos humanos, assim como o grau de exposição e a 

extensão do dano que um agente ambiental provocou no DNA. Funciona como um 

biomarcador, o qual indica a suscetibilidade do paciente ao desenvolvimento do 

câncer. Os micronúcleos são fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros 

que foram perdidos durante a mitose celular devido a um evento clastogênico (que 

provoca quebra cromossômica) ou aneugênico (que interfere no fuso mitótico). Os 
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raios X são agentes clastogênicos e induzem a formação de micronúcleos, além de 

outras alterações nucleares (RIBEIRO et al., 2008). 

O epitélio da mucosa oral foi o tecido eleito para análise dos efeitos da 

radiação X, pois as células esfoliadas são facilmente coletadas por meio da citologia 

esfoliativa. Segundo Sarto et al. (1987) os efeitos das radiações podem ser 

estudados por meio da citologia esfoliativa em base líquida, por ser de simples 

execução, baixo custo e não invasiva, além de otimizar a análise microscópica das 

lâminas com maior número de células epiteliais individuais descamadas. Para a 

análise do efeito dos raios X sobre tecidos epiteliais está indicado o uso do teste de 

micronúcleos aliado à contagem de alterações nucleares degenerativas (TOLBERT 

et al., 1992). Esta associação aumenta a especificidade do biomonitoramento de 

populações expostas a agentes genotóxicos, entre os quais os raios X (FREITAS et 

al., 2005). 

A exposição 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 genotóxicos induzidos por raios X são importantes para identificar o 

grau de risco ao câncer que um indivíduo apresenta. 

Este estudo pretende contribuir para o aumento do conhecimento da ação dos 

raios X sobre tecidos humanos, por meio da análise da genotoxicidade e 

citotoxicidade dos raios X sobre o epitélio da mucosa oral de crianças submetidas à 

radiografia panorâmica.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral: 

 

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

mucosa oral de crianças submetidas à radiografia panorâmica. 

 

Objetivos específicos:  

 

o Realizar uma análise quantitativa dos efeitos dos raios X nas células do 

epitélio da mucosa oral de crianças submetidas à radiografia panorâmica 

por meio da mensuração dos micronúcleos, carriorréxe, cariólise, 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 APROVAÇÃO DO PROJETO DE PESQUISA 

 

 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Setor de Ciências 

da Saúde da Universidade Federal do Paraná (UFPR) em 26/08/2009 sob o registro 

CEP/SD 761.096.09.07 (ANEXO A). 

 

 

3.3 SELEÇÃO DA AMOSTRA 

  

 

 A amostra constituiu-se de 30 crianças, de ambos os sexos, com idades entre 

quatro a 10 anos, que estavam em tratamento na clínica de Odontopediatria do 

curso de Odontologia da UFPR durante o primeiro semestre de 2010 e que 

necessitavam de radiografia panorâmica.  

 A criança e seus responsáveis foram convidados a participar do estudo e 

receberam informações sobre o mesmo. Aqueles que concordaram com a 

participação assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) 

(APÊNDICE A). Após assinatura do TCLE, foi aplicado um questionário para seleção 

da amostra (APÊNDICE B).  

 

Os critérios de inclusão da amostra foram:  

o Crianças saudáveis de ambos os sexos, com idades entre quatro a 10 anos e 

sem alterações de mucosa oral.  
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Os critérios de exclusão da amostra foram: 

o Crianças com doenças sistêmicas ou lesões na mucosa oral, com idade 

inferior a quatro anos e superior a 10 anos, que tivessem sido submetidas a 

exame radiográfico em região de cabeça 21 dias antes do início do estudo ou 

que tivessem feito uso contínuo de enxaguatório oral contendo álcool no 

último mês. 

 

 

3.4 PROCEDIMENTOS 

 

 

3.4.1 Coleta de material 

 

 

 Antes da realização do exame radiográfico, os participantes realizaram um 

enxágue bucal com água corrente. Foi realizada a coleta de células epiteliais da 

mucosa oral pela técnica da citologia esfoliativa em base líquida (FIGURA 1) e, em 

seguida, a radiografia panorâmica. O aparelho utilizado para obtenção 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 

após a obtenção da radiografia panorâmica. O período 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 espátula de madeira descartável1. Com uma escova cervical2 foi realizado um 

esfregaço suave no fundo de vestíbulo do lado direito, próximo ao ducto excretor da 

glândula parótida, aplicando-se cinco movimentos giratórios no sentido horário. 

Após, mergulhava-se a escova em um frasco contendo 1 mL de metanol3 e ácido 

acético4 na proporção de 3:1 (solução fixadora) (FIGURA 2). Os frascos foram 

conservados em geladeira à temperatura de 8ºC por 14 dias, até o momento do 

processamento. 

                                                 
1
 Estilo

®
, Brasil 

2
 Vagispec

®
, Adlin, Brasil ou Cervical Brusch

®
, Kolplast, Brasil 

3
 Álcool metílico PA 100%, marca Nuclear

®
 

4
 Ácido acético glacial PA 100%, marca Synth

®
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FIGURA 1. REALIZAÇÃO DA COLETA DE CÉLULAS, CURITIBA, 2010  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2. PREPARO DA SOLUÇÃO DE ARMAZENAMENTO DAS CÉLULAS 

EPITELIAIS COLETADAS, CURITIBA, 2010  

 

 

3.4.2 Cegamento da amostra   

 

 

 A identificação dos frascos (FIGURA 3) e das lâminas foi coberta e codificada 

para evitar viés  
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FIGURA 3. CEGAMENTO DOS FRASCOS, CURITIBA, 2010  

 

 

3.4.3 Processamento laboratorial 

 

 

 O processamento laboratorial foi realizado no Laboratório de Citologia Clínica do 

Curso de Farmácia da UFPR. Os procedimentos realizados para coleta celular e 

processamento das lâminas foram testados e padronizados por meio da realização 

de um estudo piloto.  

 Os frascos foram homogeneizados em um aparelho agitador de tubos tipo vórtex5 

à velocidade quatro, por 20 segundos. Em seguida, foram centrifugados6 a 

temperatura ambiente, por cinco minutos a 800 rpm, 130 de gravidade (FIGURA 4).  

 As células foram dispostas cuidadosamente sobre as lâminas de vidro com o 

auxílio de uma pipeta de 1000 μL. As lâminas foram deixadas secar por 24hs e após 

secas foram coradas pela técnica Feulgen-Rossenbeck modificada (FEULGEN & 

ROSSEMBECK, 1924) (FIGURA 5) seguindo os seguintes passos:  

1) foram mergulhadas em uma solução de ácido clorídrico7 5M por 30 minutos 

em temperatura ambiente; 

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

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

4) enxaguadas com água corrente por cinco minutos;  

                                                 
5
 Phoenix

®
, Brasil 

6
 Centrífuga 4K15, Sigma

®
 

7
 HCl PA, marca Reagen

®
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5) contra coradas com Fast Green8 1% por um minuto; 

6) enxaguadas em água corrente para remover possíveis excessos de contra-

corante e passaram por uma bateria de um minuto cada em álcool 95%, 

100%, 100%, e três baterias de um minuto cada em xilol9;  

7) montagem das lâminas com a colocação das lamínulas e vitral. 

 

 

         

 
 

FIGURA 4. PROCESSAMENTO LABORATORIAL, CURITIBA, 2010  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                          

 

 

 

FIGURA 5. COLORAÇÃO DE FEUGEN ROSSENBECK MODIFICADA, CURITIBA, 

2010  

 

                                                 
8
 FCF, CI 42053, marca Vetec

®
 

9
 Xilol PA 100%, marca Qeel

®
 



18 
 

3.4.4 Análise das lâminas  

 

  

 A leitura cega das lâminas foi realizada por um examinador, após calibração por 

um patologista oral experiente. A calibração foi feita por meio da análise conjunta de 

cinco lâminas, totalizando aproximadamente 6000 células.  

 Para a análise das lâminas foi utilizado um microscópio de luz trinocular, modelo 

Olympus CH30, adaptado com ocular WH 10X-H/2210 e objetivas PLAN 100X/0,2511. 

A análise manual das lâminas foi realizada com objetiva de 40X, da esquerda para a 

direita e de cima para baixo. A seguir, passou-se para a objetiva de imersão para 

análise dos micronúcleos, picnose, cariólise, cariorréxe, buds e broken eggs 

(TAKAHASHI, 1982).  

 A pesquisa dos micronúcleos e demais alterações nucleares foi realizada em 

1000 núcleos celulares para cada esfregaço citológico (HOLLAND et al., 2008), 

sendo verificadas mais 1000 células quando a frequência de micronúcleos foi maior 

que 2‰. 

 Os micronúcleos foram identificados seguindo os critérios de Sarto et al. (1987). 

Consistem em pequenas massas nucleares delimitadas por membrana, separadas 

do núcleo principal. Quando comparado ao núcleo principal, o micronúcleo deve 

apresentar: 

 

- formato arredondado, com diâmetro menor que 1/5 a 1/3 do núcleo 

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 não refratário;  

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

sobreposições. 

 

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

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

                                                 
10

 Olympus
®
, Japão 

11
 Olympus

®
, Japão 
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FIGURA 6. CÉLULA MICRONUCLEADA, CURITIBA, 2010 

 

 Para análise das alterações citotóxicas: picnose, cariorréxe, cariólise e dos buds 

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

(FIGURA 7). Estes consistem em parâmetros para inclusão das células analisadas 

durante a leitura microscópica: 

 

- citoplasma intacto e células planas sobre a lâmina; 

- pouca ou nenhuma sobreposição das células subjacentes; 

- pouco ou nenhum debril; 

- núcleo normal e intacto, perímetro nuclear liso e distinto.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 7. CÉLULA NORMAL E ALTERAÇÕES NUCLEARES, CURITIBA, 2010 
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 Para identificação das estruturas nucleares analisadas foram utilizados os 

seguintes critérios morfológicos: 

 

- Picnose: o núcleo é visualizado como um ponto pequeno, escuro e denso, o 

qual não apresenta estrutura de cromatina perceptível. 

- Cariorréxe: condensação da cromatina em várias partículas, apresentando 

fragmentação do núcleo em pequenos corpos arredondados ou ovalados 

dentro do citoplasma intacto. Estas partículas são de número variável, 

surgindo como pontos negros ou formações alongadas, inteiramente 

separadas umas das outras ou ligadas por uma tênue linha de cromatina.   

- Cariólise: dissolução do núcleo caracterizada pela sua ausência. Esta 

alteração nuclear, quando vista ao microscópio, demonstra uma coloração 

pálida e fraca.  

- Buds: células contendo uma pequena quantidade de material genético 

aderida ao núcleo principal, como um prolongamento nuclear. 

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

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

 

 

3.4.5 Análise estatística 

 

 

 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 CAPÍTULO  

 

 

4.1 ARTIGO 1 EM PORTUGUÊS 

 

 

Introdução  

 

A radiação ionizante pode induzir citotoxicidade1-9, genotoxicidade4 e 

carcinogênese10,11 em tecidos humanos. Baixas doses de radiação, como a emitida 

durante a obtenção da radiografia panorâmica12 são capazes de provocar efeitos 

biológicos deletérios e cumulativos em organismos vivos. Embora as radiografias 

panorâmicas sejam amplamente utilizadas na Odontologia, seu uso deve ser 

indicado quando necessário13,14, pois os raios X têm um efeito deletério sobre as 

células epiteliais. Além disso, as crianças são mais suscetíveis aos efeitos danosos 

dos raios X quando comparadas aos adultos14-16. 

As alterações genéticas como formações de micronúcleos e aberrações 

nucleares são efeitos biológicos iniciais da carcinogênese2. O conhecimento dos 

fatores que causam estas alterações e dos efeitos dos agentes carcinogênicos 

favorece a prevenção ao câncer. Portanto, os estudos sobre os efeitos genotóxicos 

induzidos por raios X no epitélio da mucosa oral são importantes para identificar o 

risco de desenvolvimento do câncer de boca e atuar na sua prevenção17.  

Os micronúcleos são fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros 

que foram perdidos durante a mitose celular devido a um evento clastogênico (que 

provoca quebra cromossômica) ou aneugênico (que interfere no fuso mitótico)18. Os 

raios X são agentes clastogênicos e induzem a formação de micronúcleos, além de 

outras alterações nucleares. A freqüência de micronúcleos é utilizada como um 

parâmetro para verificar o grau de exposição e a extensão de dano provocada por 

um agente ambiental ao DNA, funcionando como um biomarcador, que indica a 

suscetibilidade do indivíduo ao desenvolvimento do câncer19. Todavia, o teste de 

micronúcleos tem sua especificidade aumentada ao serem registradas alterações 

celulares degenerativas indicativas de morte celular1,4 como picnose, cariorréxe e 

cariólise; assim como as projeções nucleares buds e broken eggs. 
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O objetivo deste estudo foi verificar se os raios X emitidos durante obtenção 

da radiografia panorâmica na podem induzir aumento freqüência de micronúcleos, 

picnose, cariorréxe, cariólise, buds e broken eggs no epitélio da mucosa oral de 

crianças. 

 

Métodos  

 

Amostra e considerações éticas  

 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Setor de 

Ciências da Saúde da Universidade Federal do Paraná (UFPR) sob número 

761.096.09.07. Foram obtidas células da mucosa oral de 30 crianças saudáveis (11 

meninos e 19 meninas), com idades entre quatro a 10 anos (média de sete anos de 

idade), encaminhadas pela clínica de Odontopediatria da UFPR para realização da 

radiografia panorâmica. Os responsáveis legais das crianças autorizaram o estudo 

por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido. Estes 

responderam a um questionário com dados sobre o sexo, idade e histórico de 

exposição prévia à radiação X, uso de enxaguatório bucal contendo álcool ou 

medicação, e doenças sistêmicas ou alterações que comprometessem a mucosa 

oral. Foram excluídas da amostra crianças submetidas aos agentes genotóxicos 

anteriormente citados.  As radiografias panorâmicas foram realizadas no Serviço de 

Radiologia Odontológica da UFPR em aparelho radiológico extrabucal (Siemens 

Orthophos CD, Bensheim, Germany), com regime de 60 Kv, 16mA e 14.1s.   

 

Coleta das células e preparo das lâminas 

 

 A coleta das células epiteliais maduras da mucosa oral das crianças foi 

realizada imediatamente antes da obtenção da radiografia panorâmica e sete dias 

após a realização da mesma. As células foram coletadas por meio de uma leve 

raspagem na mucosa jugal do lado direito, com movimento de rotação utilizando 

uma escova citológica cilíndrica (Koplast, Jaraguá do Sul, Brazil), após o enxágue da 

boca com água corrente. As células foram armazenadas em um tubo Falcon 

contendo 1 mL de metanol/ácido acético na proporção de 3:1, centrifugadas a 130 x 
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g durante 5 minutos, fixadas e depositadas em lâminas limpas. Após secas, as 

lâminas foram coradas pelo método de Feulgen Rossenbeck modificado20.     

 

Análise citológica 

 

 As lâminas, após cegamento de suas identificações, foram analisadas 

manualmente em microscópio de luz com magnitude de 400x, e as alterações 

encontradas foram confirmadas em 1000x. Os micronúcleos foram analisados 

conforme os critérios estabelecidos por Sarto et al.21 como um parâmetro de 

genotoxicidade. Para a análise das alterações broken eggs, buds, picnose, 

cariorréxe e cariólise foram utilizados os critérios descritos por Tolbert et al.17. Para 

cada lâmina foram analisadas 1000 células viáveis por um único observador 

previamente calibrado. 

 

Análise estatística 

 

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

significativo um valor de p < 0.05. 

  

Resultados 

 

 A frequência de células que apresentaram micronúcleos e demais alterações 

antes e sete dias após a obtenção da radiografia panorâmica está ilustrada na 

Tabela 1. A frequência de broken eggs, buds e picnose foi significativamente maior 

após a exposição aos raios X (teste pareado de Wilcoxon, p< 0.05) (Figura 1). Não 

foram observadas diferenças estatisticamente significantes quanto ao sexo (p > 

0.05). Apesar da frequência de micronúcleos, cariólise e cariorréxe não ter 

apresentado resultado estatisticamente significativo, foi observado um leve aumento 

da mesma após a exposição aos raios X.  
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Tabela 1. Frequencia de alterações nucleares em crianças expostas a radiografia 

panorâmica.  

 

Exposição 
radiográfica 

Normal 
Micro-

nucleus  
Cariólise Cariorréxe Picnose* Buds* 

Broken 
eggs* 

Total 

Antes 52057 63 2093 286 273 179 49 55000 

Após 64029 78 2358 326 413 263 109 67576 

 

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

Dados expressos em ‰ 

 

 

Figura 1. Alterações que apresentaram aumento estatisticamente significativo.  

 

 

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

 

Discussão 

 

No geral, as crianças são mais suscetíveis a agentes tóxicos que os adultos22 

e, portanto a radiação ionizante pode ser um agente mutagênico com ações 

cumulativas23. Considerando que um indivíduo pode ser submetido a repetidas 

radiografias ao longo da vida, o efeito de sucessivas exposições aos raios X e às 

repetições deve ser considerado, pois pode ocorrer aumento da frequência de 

alterações nucleares após estes eventos3. Embora a dose de radiação recebida 

durante a obtenção da radiografia panorâmica seja baixa15, deve-se considerar que 

crianças são mais radiosensíveis que adultos24. Desta forma, o efeito cumulativo de 

pequenas doses sobre tecidos sensíveis poderia desencadear efeitos citotóxicos, 

resultando em injúria celular crônica, proliferação celular compensatória, 

desenvolvimento de tumores e carcinogênese2.  
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Entretanto, Ribeiro et al.6 demonstraram que houve aumento de alterações 

citotóxicas similares em crianças e adultos submetidos à radiografia panorâmica. 

Concluíram que as crianças não se mostraram mais suscetíveis a agentes induzidos 

por raios X quando comparadas aos adultos. Neste estudo, o tamanho da amostra e 

os tipos de alterações nucleares analisadas foram ampliados em relação aos 

estudos de Ribeiro et al.6 e Angelieri et al.2, tendo-se observado efeitos de 

citotoxicidade após a exposição aos raios X e também aumento significativo de 

outras alterações nucleares degenerativas: buds e broken eggs, diferentemente 

daqueles autores. Desta forma, é necessária a realização de mais estudos sobre os 

efeitos dos raios X em crianças, observando suas implicações a curto e longo prazo, 

uma vez que o risco de danos frente a baixas doses de radiação nessa população 

não está totalmente esclarecido. 

Segundo Silva et al.3 os hormônios femininos provocam alterações em células 

epiteliais da mucosa oral de mulheres. Porém, neste estudo não foi observada 

diferença quanto ao sexo, provavelmente porque a faixa etária selecionada não se 

encontrava na puberdade. 

Vários autores demonstraram que a exposição a baixas doses de radiação, 

como a emitida durante a obtenção da radiografia panorâmica, causam 

citotoxicidade em tecidos da mucosa oral1-9, mas não causam aumento na 

frequência de micronúcleos1-9,19. Estes dados são semelhantes aos observados 

neste estudo.  

Entretanto, Cerqueira et al.4 encontraram alta frequência de micronúcleos em 

células do epitélio gengival após exposição à radiação, associando este achado ao 

fato de as células da gengiva serem diretamente atingidas pelos raios X durante a 

obtenção da radiografia panorâmica. Todavia, o epitélio da mucosa bucal também é 

atingido diretamente pelos raios X, mas não foi observado aumento significativo na 

frequência de micronúcleos após a exposição à radiação X neste e em outros 

estudos semelhantes. Talvez as mucosas mastigatória, de revestimento e 

especializada reajam de forma diferente à ação dos raios X4,7, sendo necessário 

estudos que viabilizem essa comparação. 

A formação de micronúcleos é dose dependente e varia conforme o tipo de 

radiação utilizada e a radiosensibilidade do tecido envolvido. Entretanto, baixas 

doses de radiação X são capazes de induzir quebra de DNA, mas não resultam 

necessariamente em micronúcleos25. Neste estudo, a quantidade de micronúcleos e 
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demais alterações observadas foram maiores após a exposição aos raios X, quando 

comparadas com células epiteliais antes da exposição. Porém, não foram 

estatisticamente significantes. É possível que o fato de eventos citotóxicos 

diminuírem a viabilidade celular, ocasionado morte por apoptose, esteja relacionado 

com a baixa frequência de células micronucleadas encontradas1,2.  

Este estudo demonstrou aumento estatisticamente significante na frequência 

de buds, broken eggs e picnose em células epiteliais da mucosa oral de crianças 

submetidas à radiografia panorâmica, resultado semelhante ao de Silva et al.3. O 

significado dos buds e broken eggs ainda é obscuro26, podendo estar relacionado 

com o processo normal de divisão celular1,4, com DNA amplificado eliminado do 

núcleo durante a fase S do ciclo celular27 ou como estruturas precursoras do estágio 

de micronúcleos28,29. Sendo que esta hipótese implicaria em genotoxicidade dos 

raios X sobre a mucosa oral de crianças. Por enquanto, somente é possível afirmar 

que a radiação X causa instabilidade genética. As alterações picnóticas são achados 

frequentes em células escamosas superficiais; indicam degeneração celular por 

intenso amadurecimento ou envelhecimento precoce ligado a um forte processo 

inflamatório e causam a morte das células afetadas.  

A morte celular por apoptose pode ocorrer devido à grande quantidade de 

lesões causadas ao DNA da célula, tornando-a funcionalmente inviável ao 

organismo. A ocorrência sucessiva destes eventos pode retardar a renovação do 

epitélio de revestimento da boca. Caso a capacidade de regeneração do organismo 

seja suplantada, fenômenos degenerativos podem ocasionar alterações no epitélio 

aumentando a predisposição à transformação maligna30. Desta forma, convém 

analisar a toxicidade da radiação X por meio de estudos longitudinais para 

determinar se os danos gerados são pontuais e transitórios, ou incorporados e 

mantidos ao longo das divisões celulares31.  

 A radiografia panorâmica é considerada o exame de eleição para avaliação 

inicial de crianças acima de cinco anos de idade, pois permite uma observação 

ampla do complexo bucomaxilofacial e expõe a criança a uma menor dose de 

radiação X quando comparada com um levantamento radiográfico intrabucal. 

Todavia, deve ser indicada sempre que necessário, utilizando-se técnica radiográfica 

apurada e seguindo critérios de radioproteção vigentes a fim de se evitar repetições 

desnecessárias3. 
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Conclusão  

 

  Os resultados obtidos sugerem que os raios X emitidos durante a obtenção da 

radiografia panorâmica podem induzir alterações nas células do epitélio da mucosa 

oral de crianças. 
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4.2 ARTIGO 1 EM INGLÊS 

 

 

Introduction 

 

 Ionizing radiation can induce cytotoxicity1-9, genotoxicity4, and carcinogenesis 

in human tissue10-11. Low doses of radiation, such as the amount emitted during 

exposure to panoramic radiography12, are able to cause cumulative and deleterious 

biological effects. Although panoramic radiographs are greatly used in Dentistry their 

use must be only indicated when strictly necessary13,14, since X-rays have a 

deleterious effect on epithelial cells. Besides, children are more susceptible than 

adults to harmful effects of X-rays14-16. 

The genetic changes such as formations of micronuclei and nuclear 

aberrations are initial biological effects of carcinogenesis2. 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 prevention17. 

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)
18

. 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 

development19. However, micronucleus test has its specificity increased when 

degenerative cellular changes, indicatives of cellular death, are registred1,4, 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 Paraná (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, Jaraguá 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 technique20. 

     

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.21 as parameter of genotoxicity, and broken eggs, buds, pyknosis, karyorrhexis, 



30 

 

and karyolysis according to Tolbert et al.17. 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 
exposure 

Normal 
Micro-

nucleus  
Karyo-
lysis 

Karyo-
rrhexis 

Pycnosis* Buds* 
Broken 
eggs* 

Totals 

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 ‰ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



31 

 

Figure 1. Normal frequency distribution curves of the number of the micronuclei 

and other cytotoxic nuclear alteration. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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 adults22, and 

ionizing radiation can be mutagenic with cumulative actions23. 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 occur3. 

Although the radiation dose received under panoramic radiography is low15, children 

are more radiosensitive than adultos24. 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 carcinogenesis2. 
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However, studies of Ribeiro et al.6 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.6 

and Angelieri et al.2, 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.3, 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 mucosa1-9, 

but no increase in frequency of micronuclei1-9,19. This work presented similar results. 

However, Cerqueira et al.4 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-rays4,7, 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 micronuclei25. 

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 cells1,2. 

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.3. Meaning of buds and broken eggs is still obscure16, and it could be 
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related to normal process of cellular division1,4, with DNA amplified and eliminated 

from nuclei during S phase of cellular cycle27, or with micronuclei precursor 

structures28,29. 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 transformation30. 

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 divisions31. 

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
3
. 

 

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 PORTUGUÊS 

 

 

Introdução 

 

A radiografia panorâmica tem sido amplamente utilizada como exame de 

rotina para diagnóstico inicial em Odontologia [1,2], proporcionando grandes 

benefícios para o planejamento odontológico. Todavia, estudos recentes 

demonstraram que a exposição aos raios X durante a tomada radiográfica 

panorâmica produziu citotoxicidade e genotoxicidade em tecidos orais humanos. 

Desta forma, recomenda-se a indicação daquele exame apenas quando há uma 

justificativa clínica, uma vez que mesmo baixas doses de radiação (como a 

quantidade emitida durante a exposição à radiografia panorâmica), ainda assim, são 

capazes de provocar efeitos biológicos deletérios e cumulativos [3-10]. 

As alterações genéticas como formações de micronúcleos e as degenerações 

nucleares são efeitos biológicos associados à iniciação da carcinogênese [11,12]. O 

conhecimento dos fatores causais e dos efeitos destas alterações favorece a 

prevenção ao câncer [7,8,13]. Portanto, estudos sobre os efeitos genotóxicos e 

citotóxicos induzidos pela radiação X são importantes para identificar o grau de risco 

ao câncer que o paciente apresenta quando exposto, objetivando minimizá-lo [4].  

Os micronúcleos são fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros 

que foram perdidos durante a mitose celular devido a um evento clastogênico ou 

aneugênico [14,15]. A radiação X é um agente clastogênico, que pode induzir a 

formação de micronúcleos e outras alterações nucleares [16]. A freqüência de 

micronúcleos é utilizada como um parâmetro para verificar o grau de exposição e a 

extensão do dano causado por um agente ao DNA. Funciona como um biomarcador, 

indicativo da suscetibilidade de um indivíduo ao aparecimento do câncer [14,17-22]. 

A associação do teste de micronúcleos com o registro de outras alterações 

nucleares indicativas de morte celular aumenta a sensibilidade da detecção de 

danos celulares [12,16]. 

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar se a exposição à radiação X 

emitida durante a tomada radiográfica panorâmica induz ao aumento na freqüência 

de micronúcleos e outras alterações 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 eletrônicas da Biblioteca 

Virtual de Saúde e PubMed entre abril de 2009 a julho de 2010. Os estudos a serem 

selecionados deveriam ter como objetivo principal a avaliação dos efeitos 

genotóxicos e/ou citotóxicos dos raios X sobre células orais em humanos 

submetidos à radiografia panorâmica. As palavras-chave utilizadas foram panoramic 

radiography em combinação 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 inclusão foram estabelecidos previamente para esse estudo de 

revisão. Os critérios de inclusão definidos para a seleção dos artigos foram: a) 

pacientes submetidos à radiografia panorâmica por indicação de um profissional; b) 

radiografia panorâmica como variável independente; c) pesquisa realizada com 

seres humanos; d) artigos publicados em qualquer idioma, a partir do ano de 2003; 

e) controle dos fatores de confusão e vieses. Os critérios de exclusão tiveram como 

objetivo limitar que fatores externos pudessem interferir nos efeitos da radiação X, 

emitidos durante a tomada radiográfica panorâmica, sobre os tecidos orais. Os 

critérios de exclusão para esta revisão foram: a) presença de outra intervenção além 

da radiografia panorâmica; b) estudos de caso, in vitro ou realizados com animais; c) 

avaliação de células não provenientes da mucosa oral.    

Os artigos selecionados foram avaliados quanto à qualidade por um avaliador. 

Foi verificado se a metodologia empregada em cada estudo adequava-se aos 

parâmetros 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 adequação, 

(B) baixa adequação ou (N) ausência da informação. A avaliação final dos estudos 

classificou-os como fraco, moderado ou forte evidência científica, conforme os 

critérios de apreciação crítica.  Após seleção dos artigos, foram extraídas e 

resumidas as informações disponíveis nos mesmos (Tabela 2). 
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Resultados 

 

A pesquisa inicial nas bases de dados eletrônicas identificou 33 referências. 

Retirando-se as duplicatas chegou-se a um total de 16 publicações, sendo seis 

excluídas por não pesquisar genotoxicidade ou citotoxicidade associada à radiação 

X emitida durante a exposição à radiografia panorâmica e uma por avaliar linfócitos. 

Os nove artigos restantes foram inclusos nesta revisão por cumprirem os critérios de 

inclusão e exclusão descritos nos materiais e métodos (Tabelas 1 e 2). Os 

resultados destes estudos estão descritos na Tabela 3. 

Os estudos apresentados relataram necessidade de mais pesquisas quanto 

aos efeitos genotóxicos e citotóxicos provocados pelos raios X emitidos durante a 

tomada de radiografias panorâmicas [3-10]. Além disso, os autores [3-10] 

recomendaram a indicação criteriosa das radiografias panorâmicas, pois como este 

exame não está isento de riscos ele deve ser utilizado apenas quando necessário.  

 

Discussão 

 

Desenho metodológico dos estudos 

 

Uma maneira de estudar os efeitos da irradiação em uma população exposta 

é conduzir pesquisas utilizando parâmetros biológicos pertinentes com 

manifestações em curto prazo e identificar os danos resultantes da exposição aos 

raios X. As informações obtidas podem ser usadas como um aviso do risco potencial 

do desenvolvimento, em longo prazo, de problemas de saúde como o câncer [23].  

Nesta revisão, os estudos analisados buscaram avaliar dano genotóxico ou 

citotóxico em tecidos orais humanos após a exposição de pacientes à radiação X 

emitida durante a tomada da radiografia panorâmica, sendo o indivíduo seu próprio 

controle (desenho cruzado). Apesar desse desenho metodológico não ser 

considerado padrão ouro em qualidade de evidência, tem sido bastante utilizado em 

pesquisas envolvendo efeitos da radiação. Isto se deve principalmente às questões 

éticas que permeiam a exposição de indivíduos saudáveis ao risco. 
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Aspectos metodológicos dos estudos 

 

 O aumento na freqüência micronúcleos em células orais tem sido associado a 

diversos fatores como: exposição à radiação [16,24]; presença de lesões na mucosa 

oral [16,17]; tabagismo [16,19], ingestão freqüente de álcool [16,19,25,26], dieta [16], 

uso contínuo de enxaguatório oral [19,27], sexo [5] e idade [11,28], entretanto, o 

efeito destes parâmetros na ocorrência de micronúcleos ainda é inconclusivo. Os 

artigos avaliados buscaram evitar que estes possíveis fatores de confusão 

interferissem no desfecho estudado por meio do controle ou exclusão destas 

variáveis da amostra, ou, analisando o peso das mesmas junto à variável 

independente radiografia panorâmica.   

 Os tecidos orais estão na rota direta do feixe de raios X emitido durante a 

tomada da radiografia panorâmica. A radiação 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 três semanas após 

o turnover celular, quando a célula descama [15,16]. Desta forma, houve adequação 

dos estudos revisados quanto ao período de coleta celular após a exposição à 

radiação X emitida durante a obtenção da radiografia panorâmica. 

 É possível realizar a citologia esfoliativa na mucosa oral utilizando cytobrusch, 

escovas dentais, espátulas de metal, plástico ou madeira [15,18]. Cuidados 

adicionais devem ser tomados ao se utilizar espátulas de madeira. Estas devem 

estar umedecidas em solução tampão antes da coleta celular, evitando 

ressecamento e alteração da amostra [16]. As pesquisas que utilizaram espátula de 

madeira não relataram este cuidado adicional [4,7-10], o que pode ter acarretado um 

aumento no número de células observadas com alterações citotóxicas. Além disso, o 

vigor empregado durante a raspagem é de difícil padronização, podendo ser uma 

fonte de variabilidade entre os diferentes estudos [15,16,22], pois danos celulares 

podem ser provocados mais facilmente durante esfregaços vigorosos quando 

comparados aos leves [16].    

 A ausência de cuidados durante o preparo e coloração das lâminas também 

interfere nos resultados. As células ficam mais agrupadas e sobrepostas quando são 

depositas sobre a lâmina por meio do esfregaço, dificultando a leitura e a eleição de 

áreas de avaliação segundo os critérios descritos por Tolbert et al [12]. Este método 

foi utilizado por Cerqueira et al. [3,6]. A confecção das lâminas utilizando citologia 
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em meio líquido e centrifugação é adequada [16,29]. A centrifugação auxilia na 

remoção de sujidades e microorganismos que podem gerar artefatos [18]; e a 

citologia em meio líquido permite que as células fiquem mais esparsas sobre a 

lâmina, facilitando a leitura; e em conformidade com os critérios de contagem já 

citados [12]. 

Ainda não existe um protocolo validado quanto ao preparo, fixação e 

coloração de células da mucosa oral visando análise de micronúcleos e outras 

alterações nucleares sob microscopia de luz ou fluorescência. Entretanto, a fixação 

com metanol e ácido acético (3:1) [18] e a coloração de Feulgen são bastante 

apropriadas para este tipo de estudo [15,16,18]. A vantagem da coloração de 

Feulgen Fast Green é a especificidade para corar DNA [30-33]; o núcleo adquire 

uma tonalidade rósea e o citoplasma verde claro permitindo boa visualização devido 

ao contraste tanto em microscopia de luz quanto fluorescência. O método de 

Giemsa utilizado pelo estudo de Popova et al. [11] implica em risco elevado de falso-

positivo, pois grânulos ceratohialínicos, alterações metanucleares e bactérias podem 

ser erroneamente interpretadas como micronúcleos [15,16]. 

Os critérios utilizados na avaliação dos desfechos investigados (micronúcleos 

e alterações nucleares citotóxicas) têm validade e confiabilidade descritos na 

literatura. Estes foram reportados por Belien [17], Sarto [34] e Tolbert [12].  Com 

exceção de Popova et al. [11], os demais autores utilizaram os critérios de Tolbert 

e/ou Sarto nas mensurações realizadas. Porém, os artigos avaliados deixaram de 

relatar o nível de confiabilidade intra e/ou interexaminador. Não se deve assumir 

que, pelo fato de somente um examinador experiente realizar todas as 

mensurações, a confiabilidade será adequada, garantindo a força de evidência. 

Outros dois pontos controversos foram: a possibilidade de erro de leitura durante a 

análise microscópica, pois alguns estudos não relataram cegamento [4,7-10]; e o 

uso de magnitudes menores para contagem do número de alterações nucleares, 

uma vez que a recomendação é a de que este tipo de avaliação seja feita com 

objetivas de alta magnitude (400x e 1000x) [18]. 

Para se obter um resultado estatisticamente significativo, deve-se observar 

um número mínimo de 1000 células orais por indivíduo, entretanto esta quantidade 

aumenta para 2000 ou 3000 células quando a freqüência de micronúcleos 

encontrada for maior que 5 ocorrências por amostra [12]. Desta forma, o número de 
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indivíduos analisados em cada estudo, que variou de 17 a 42 participantes antes e 

após a exposição, pode ser considerado satisfatório para os fins pesquisados.  

A análise estatística utilizada nos artigos avaliados foi correta: Teste de 

Wilcoxon para variáveis numéricas sem distribuição normal com dados pareados, e 

Mann-Whitney ou X2 quando foram analisados dados não pareados.     

A inexistência de um protocolo de pesquisa validado definindo quais 

alterações nucleares devem ser verificadas concomitantes ao teste de micronúcleos 

[19,22] tornou-se evidente pela falta de homogeneidade dos desfechos avaliados 

nesta revisão, conforme observado na Tabela 3.  Mesmo considerando que a 

maioria das pesquisas foi conduzida por um único grupo de pesquisadores, é 

necessário que haja uma padronização na forma de apresentação dos dados, 

possibilitando comparações futuras. A quantificação dos micronúcleos pode ser 

descrita por meio da freqüência de células micronucledas; pela média de alterações 

por célula; ou pelo número total de micronúcleos / número de células avaliadas do 

indivíduo. Considera-se esta última forma de apresentação de resultados como 

sendo a mais indicada para avaliações decorrentes de genotoxicidade [15]. Outro 

aspecto a ser considerado é a importância da apresentação de cada alteração 

nuclear citotóxica separadamente, tornando bastante claro o efeito da radiação X 

sobre a mucosa oral. Isto não ocorreu nos estudos conduzidos pelo grupo de Ribeiro 

e Angelieri [4,7-10].       

Em pesquisas utilizando linfócitos, as causas de variações na freqüência de 

micronúcleos já estão estabelecidas, sendo: 65,3% devido à dose de exposição ao 

agente genotóxico; 26,3% covariancia; 4,5% laboratório; 3,1% não explicado; e 0,5% 

método de coloração [16]. Para células orais, a identificação e distribuição dos 

fatores das variações que poderiam alterar a freqüência de micronúcleos entre 

diferentes pesquisas permanecem obscuros, devido à variabilidade de métodos 

quanto à coleta celular, preparo das lâminas, métodos de coloração, itens ainda 

desconhecidos, e principalmente, pela ausência de um protocolo de pesquisa 

validado [16,22]. O projeto HUMN tem avançado no sentido de responder estas 

questões, buscando homogeneizar o método de pesquisa para aplicação do teste de 

micronúcleos em células da mucosa oral [16]. 

  Desta forma, o nível de evidência resultante da análise crítica dos artigos 

desta revisão suporta a afirmação de que a radiação X emitida durante a tomada da 

radiografia panorâmica pode induzir citotoxicidade, mas não genotoxicidade. Isso se 
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deve ao fato de os artigos analisados apresentarem boa classificação quanto aos 

critérios descritos no projeto HUMN. Por fim, os efeitos deletérios dos raios X 

emitidos durante a exposição à radiografia panorâmica sustentam a indicação deste 

exame apenas quando necessário.       

 

Conclusão  

 

  O nível de evidência apresentado pelos artigos analisados foi suficiente para 

suportar que a radiação X emitida durante a obtenção da radiografia panorâmica é 

capaz de induzir efeito citotóxico em células da mucosa oral, mas não 

genotoxicidade.    
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Tabela 1 - Resultado da análise da qualidade de evidência dos artigos. 

                        Autor                                                                                                                                                                 

Itens                (Ano) 

Avaliados 

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) 

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 

Descrição e adequação 

da metodologia 

A A M 

 

A A A A A A 

Método de coleta e 

tratamento dos dados 

M A 

 

M 

 

A 

 

A 

 

A 

 

A 

 

A 

 

A 

 

Cegamento A N N A N A N N N 

Análise estatística A A A A A A A A A 

Classificação final 

evidência científica 

Moderado Forte Fraco Forte Forte Forte Forte Forte Forte 

A = alta adequação, M = moderada adequação, B = baixa adequação, N = ausência da informação 
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Tabela 2 - Resumo comparativo dos artigos que preencheram os critérios de relevância científica. 

           Autor                

Itens 

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) 

Amostra 31 17 32 42 17 40 39 15 fumantes 17 

não 

30 

Faixa etária 24 ± 1.023 7.7±1.5 24 a 73 18 a 40 39.6±5.4 e 7.7±1.5 26±9.18 39.6±13 37.7±6.5 e 

39.6±5.4 

20-23 

Coleta celular 

 

Esfregaço com escova 

cervical 

Citologia em meio 

líquido com 

espátula de 
madeira 

Citologia em 

meio líquido 

com escova 
dental 

N                    

Escova cervical 

Citologia em meio 

líquido com 

espátula de 
madeira 

Esfregaço com escova 

cervical 

Citologia em meio 

líquido com 

espátula de 
madeira 

Citologia em meio 

líquido com 

espátula de 
madeira 

Citologia em meio 

líquido com 

espátula de 
madeira 

Coloração Feulgen Rossembeck FFG Giemsa 10% Feulgen FFG Feulgen Rossembeck FFG FFG FFG 

Nº células 

avaliadas 

1000 2000 2000 2000 2000 1000 2000 2000 2000 

Local da 

coleta 

Mucosa jugal Mucosa jugal Mucosa jugal Borda lateral da 

língua 

Mucosa jugal Gengiva maxilar Mucosa jugal Muc jugal e borda 

lateral da língua 

Mucosa jugal 

Momento da 

coleta 

Antes e 10 dias após Antes e 10 dias 

após 

Antes e 10±2 

dias após 

Antes e 10 dias após Antes e 10 dias 

após 

Antes e 10 dias após Antes e 10 dias 

após 

Antes e 10 dias 

após 

Antes e 10 dias 

após 

Aumento N 400x 100x 400x e 1000x 400x 200x e 1000x 400x 1000x 400x 

Critérios para 

avaliação 

celular 

Tolbert Sarto e Tolbert Descreve 

critérios 

utilizados 

Sarto e Tolbert Sarto e Tolbert Tolbert 

 

Sarto e Tolbert Sarto e Tolbert Sarto e Tolbert 

Desfechos 

avaliados 

MN, buds, broken eggs, 

cromatina condensada, 

cariorréxe, cariólise e 

picnose 

MN, cariorréxe, 

cariólise e picnose 

MN MN, buds, broken 

eggs, cariorréxe e 

células binucleadas 

MN, cariorréxe, 

cariólise e picnose 

 

MN, broken eggs, 

cromatina condensada, 

cariorréxe, cariólise e 

picnose 

MN, cariorréxe, 

cariólise e picnose 

MN, cariorréxe, 

cariólise e picnose 

MN, cariorréxe, 

cariólise e picnose 

MN = micronúcleo, FFG = Feulgen Fast Green
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Tabela 3 – Resultados e conclusões dos artigos revisados segundo autor. 

Autor (Ano)   Resultados alterados após a exposição 
* 

Conclusões do estudo 

Cerqueira et al. (2004) Cromatina condensada e cariorréxe aumentados (p<0.0001). Os raios X emitidos durante a tomada radiográfica panorâmica 
induzem efeitos citotóxicos por incremento na apoptose. 

Angelieri et al. (2007) Cariorréxe, picnose e cariólise aumentados ( p<0.05). Radiação X emitida durante a tomada radiográfica panorâmica 

pode induzir morte celular.  

Popova et al. (2007) Não houve alteração significativa na freqüência de micronúcleos 

(t=1.19 e p>0.05). 

Exposição aos raios X durante a tomada radiográfica panorâmica 

não induz a formação de micronúcleos. 

Silva et al. (2007) Alto número de broken eggs, buds, cariorréxe e células binucleadas (p = 

0.01) com uma exposição. Nº de cariorréxes e células binucleadas 

maior no grupo exposto a uma segunda radiografia panorâmica (p = 
0.01). 

Os raios X emitidos durante a tomada radiográfica panorâmica 

aumentam o número de alterações nucleares (exceto MN), efeito 

intensificado quando há repetição do exame.    

Ribeiro et al. (2008) Aumento na freqüência de cariólise, picnose e cariorréxe (p<0.05) em 

crianças e adultos.  

Os raios X podem induzir efeitos citotóxicos na mucosa oral. 

Crianças não são mais suscetíveis aos efeitos nocivos dos raios X 
quando comparadas aos adultos.  

Cerqueira et al. (2008) Freqüência de micronúcleos (p<0.05), cariorréxe e cromatina 
condensada (p<0.001) mais alta após a exposição. 

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

Ribeiro e Angelieri (2008) Aumento na freqüência de cariorréxe, picnose e cariólise (p<0.05). Radiação X emitida durante a tomada radiográfica panorâmica é 

capaz de induzir citotoxicidade.  

Angelieri et al. (2009) Aumento na freqüência de cariorréxe, cariólise e picnose (p<0.05) em 

fumantes e não fumantes, tanto em borda lateral de língua como em 

células da bochecha. 

Raios X promovem citotoxicidade. Os efeitos mais pronunciados 

ocorreram na borda lateral da língua de fumantes. 

Ribeiro et al. (2010) Freqüência de cariorréxe, cariólise e picnose aumentadas (p<0.05).   Radiação X emitida durante a exposição à radiografia 

panorâmica digital é capaz de promover citotoxicidade. 

* Com exceção dos resultados apresentados por Cerqueira et al. (2008), os demais artigos  não encontraram diferença significativa na freqüência de micronúcleos antes e após 
radiografia panorâmica.  
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5 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados obtidos sugerem que os raios X emitidos durante a obtenção da 

radiografia panorâmica podem induzir alterações nas células do epitélio da mucosa 

oral de crianças. 
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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. 
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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 - INSTRUÇÕES 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 http://journals.wiley.com/1059-
7794/nomenclature.html. 
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