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Resumo

O ortopantomaégrafo é utilizado essencialmente na detecao e avaliacdo de patologias estomatoldgicas,
sendo a ortopantomografia um exame radiolégico frequente. Este tipo de exames envolve uma
exposicdo do paciente a baixas doses de radiacao ionizante. A avaliacdo da formacédo de micronucleos
em células esfoliadas da mucosa jugal € um procedimento ndo-invasivo que pode dar uma ideia das
lesBes genéticas induzidas pela radiacdo ionizante. Os micronucleos sao biomarcadores de leséo
genotoxica e de instabilidade cromossdmica. De modo atingir esse objetivo, implementamos e
validdmos a técnica para avaliar a formacao dos micronucleos nas células esfoliadas da mucosa jugal
em laboratério.

No estudo realizado avaliou-se a frequéncia de micronlcleos em células da mucosa jugal de 60
individuos. Destes, 20 individuos serviram como grupo de controlo, 20 foram submetidos a uma
ortopantomografia no Centro Hospitalar de Lisboa Central, EPE - Hospital de S&o José, em Lisboa, e
por fim, 20 individuos tinham habitos tabagicos como rotina diaria.

No grupo exposto a radia¢do ionizante proveniente do exame de ortopantomografia foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na frequéncia de micronacleos (p=0,028) quando se
comparam as amostras obtidas antes (0,004 + 0,003) e 10 dias apés (0,005 + 0,002) a realizagédo do
exame, indicando que o exame induz lesdo cromossOmica. No grupo de fumadores foi verificado um
aumento da frequéncia de micronucleos (0,005 + 0,004) em comparagcdo com o grupo de controlo
(0,002 £ 0,001), apresentando uma diferencga estatisticamente significativa (p=0,001).

O ensaio do micronucleo em células da mucosa jugal foi implementado no nosso laboratério com
sucesso, permitindo a avaliacdo da lesdo induzida pela exposicdo a radiagdo ionizante nos exames de

ortopantomografia.

PALAVRAS-CHAVE: Radiacao ionizante, Ortopantomografia, Células da mucosa jugal, Técnica do

micronucleo, Doses baixas.






Abstract

Orthopantomography, using low doses of ionizing radiation, is a frequently employed radiological
examination being essential for the detection and evaluation of oral pathologies. The evaluation of
micronuclei formation in the oral mucosa exfoliated cells is a non-invasive procedure that can give an
idea of the damage caused by ionizing radiation, since they are biomarkers of genotoxic events and
chromosomal instability. To achieve this goal, we have implemented and validated the technique to
evaluate micronuclei formation in oral mucosa exfoliated cells in laboratory.

This study focused on the analysis of the micronuclei frequency in oral mucosa cells of 60 individuals,
in which 20 individuals are controls, 20 were submitted to orthopantomography exam at the Centro
Hospitalar de Lisboa Central - Hospital de Sdo José in Lisbon and 20 individuals are smokers.
Statistically significant differences were observed (p=0.028) between micronuclei yields obtained before
(0.004 + 0.003) and 10 days after (0.005 £ 0.002) the orthopantomography, indicating that the exposure
to ionizing radiation due to the exam induce chromosomal damage. In smoking group there was an
increase in micronuclei frequency (0.005 + 0.004) compared with the control group (0.002 + 0.001),
being this difference statistically significant (p=0.001).

The micronuclei assay was successfully implemented in our laboratory for oral mucosa cells, allowing

the assessment of the damage induced by exposure to ionizing radiation in orthopantomographies.

KEYWORDS: lonizing radiation, Orthopantomography, Buccal mucosa cells, Micronuclei assay, Low

doses.
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CAPITULO 1
Introducéo

A radiagdo ionizante (RI) esta presente no nosso quotidiano como uma ferramenta fundamental
na realizagdo de exames de diagnéstico e em terapia. Atualmente, a utilizacdo da Rl é cada vez mais
frequente em diversas atividades, aumentando assim a exposi¢cdo da populacdo em geral. A sua
utilizacdo em diversas aplicagbes médicas, oferece uma inestimavel resposta no desenvolvimento de
métodos de diagndstico cada vez mais precisos, perante a grande diversidade de patologias existentes.
As radiografias realizadas na cavidade oral sdo consideradas um instrumento valioso de auxilio aos
profissionais de saude, para a realizacao do diagnoéstico. Considerando este tipo de exames como o
primeiro patamar de recurso no diagndstico estomatoldgico e maxilofacial, a andlise deste tipo de
exames ira determinar o melhor caminho a seguir durante a fase de tratamento do paciente.

A descoberta da RI e dos materiais radioativos levou a um avan¢o no diagnéstico médico e no
tratamento de vérias patologias. Assim, torna-se necessario analisar os beneficios e os riscos dos
procedimentos radioldgicos, tendo em conta o ganho que dai pode advir para os pacientes (IAEA,
2004).

1.1 Radiacao ionizante

As radiacdes podem ser classificadas de acordo com os efeitos produzidos na matéria. Por
definicdo, a RI possui a capacidade de remover eletres de uma molécula (Jin et al., 2010) ou de um
atomo, libertando particulas eletricamente carregadas (Figura 1), que tém a capacidade de induzir
efeitos bioldgicos (IAEA, 2010). A grande maioria das lesBes provenientes da Rl em sistemas
biolégicos, sdo causadas pela passagem dos eletrdes através das moléculas dos tecidos biolégicos,

dando origem ao processo de ionizacao (Joiner e Kogel, 2009). Contudo, existem grandes evidéncias

de que os raios-X podem induzir alteracdes genéticas e causar lesGes no acido desoxirribonucleico

(Xfi!etréo

(ADN) (Angelieri et al., 2007; Ribeiro, 2012).

Raios-X

Atomo

Figura 1 - Efeito da radiagao ionizante (Adaptado de URL 1, 2016).



1.1.1 Tipos de radiacao ionizante

Existem varios tipos de RI, particulas alfa, particulas beta, raios gama, raios-X (URL 2, 2003) e
os neutrdes (Antunes, 2012) (Figura 2), com diferentes capacidades de penetracéo.

As particulas alfa sdo particulas emitidas durante a desintegracdo nuclear de determinados
radionuclideos, constituidas por dois neutrdes e dois protdes, sendo idénticas ao ndcleo de um atomo
de hélio. Este tipo de particulas perde rapidamente a sua energia sendo facilmente absorvidas por uma
folha de papel (IAEA, 2010).

Particulas beta, sdo particulas que podem ter carga positiva ou negativa, emitida na
desintegracdo nuclear de alguns radionuclideos (IAEA, 2011). Possuem maior penetracdo que as
particulas alfa, mas o seu alcance em tecidos biologicos é bastante limitado. Podem ser absorvidas
pelo plastico, vidro ou metal. No tecido biolégico, normalmente, ndo penetram para além da camada
superior da pele podendo contudo causar queimaduras na mesma (IAEA, 2004, 2010).

A radiacdo gama, sdo fotdes de elevada energia (IAEA, 2004) e ndo possuem massa nem
carga. Esta radiagdo é emitida por nucleos instaveis, havendo libertacdo de radiacdo beta (URL 2,
2003). Os raios gama sdo mais penetrantes do que as particulas carregadas (IAEA, 2011), conseguem
atravessar materiais muito densos como o chumbo, apresentando um elevado risco de exposi¢éo para
o corpo humano (URL 2, 2003).

Os raios-X, séo considerados fotGes de alta energia assim como a radiagdo gama. S&o
produzidos artificialmente por um feixe de eletrBes, tém capacidade de penetrar em materiais densos
e em tecidos bioldgicos (IAEA, 2004).

Por fim, os neutrdes séo considerados particulas sem carga elétrica, com massa semelhante a
do protdo (IAEA, 2004). Estas particulas sdo mais penetrantes que as particulas carregadas, e sao
considerados como RI indireta, pois ndo podem participar nas interacdes eletrostaticas devido a
auséncia de carga (IAEA, 2010), havendo a emissado de particulas beta e radiacdo gama quando

interagem com a matéria (Antunes, 2012).

Tecido
Papel Biolégico Madeira Cimento
Particulasc M B B N *
Particuas B
RAIDS-X m o= e w e o e e o e e - - P
Raics Gama W\N

Neutroes ﬁ

Figura 2 - Capacidade de penetracdo de diferentes tipos de radiagdo ionizante (URL 3, 2014).



1.2 Ortopantomografia

A ortopantomografia € um exame complementar de diagnéstico realizado no ortopantomaégrafo
(Figura 3), um equipamento especifico em radiologia convencional, caracterizado por uma técnica de
imagem capaz de reproduzir uma estrutura anatémica curva, numa imagem plana e bidimensional.
Também conhecida como imagem panoramica, a ortopantomografia € um dos exames
complementares de diagnéstico mais realizados (Toossi et al., 2012). Segundo Rushton e Horner
(1996), a imagem dentéria representa uma grande inovacdo no campo da radiologia odontoldgica,
atuando na patologia traumatica e na lesdo aguda ou crénica da cavidade oral. A ortopantomografia
(Figura 4), segundo White e Pharoah (2014), permite uma avaliacdo da estrutura dentaria, maxilares,
sistema mastigatorio, das articulagdes temporo mandibulares e dos seios maxilares. Estando envolvida

em varias especialidades médico-cirargicas, tais como a estomatologia, maxilofacial e ortodontia.

Figura 3 - Ortopantomdégrafo (Adaptado de User Manual & Technical Specifications (2006)).

As principais vantagens deste exame so:
e Visualizacéo plana e ampla das estruturas 6sseas, dentérias e da cavidade oral;
e Aplicavel mesmo em doentes com limitagdes de funcionalidade da cavidade oral;
e Utilizacdo de doses baixas de RI;
e Pouco tempo de exposicéo;

e Planeamento de tratamento e controlo.



Figura 4 - llustracdo de uma ortopantomografia (White e Pharoah, 2014).

Por outro lado este tipo de exame também apresenta algumas desvantagens:
e Na&o é util para detetar pequenas lesdes de caries ou doengas periapicais;
e Superficies proximas dos pré-molares podem ficar sobrepostas;
e Aimagem nédo exibe um detalhe anatémico preciso;
e Presenca de estruturas sobrepostas podem esconder algumas lesdes, no caso da coluna
cervical (White e Pharoah, 2014).

1.2.1 Ortopantomdégrafo

A imagem do exame de ortopantomografia é obtida através do movimento reciproco da ampola
de raios-X e do recetor de imagem, em torno de um ponto ou plano central, numa trajetoria circular
(Figura 5) (White e Pharoah, 2014).

Movimento do recetor
[ kN
I i

- e

Movimento da fonte de raios-X

a) b) ©)

Figura 5 - llustracdo do funcionamento de um ortopantomografo. a) Inicio do ciclo do exame;

b) Ciclo do exame incompleto; c) Ciclo do exame completo (Adaptado de Whaites e Drage, 2013).



Durante o movimento da ampola de raios-X, existe a emissdo de um feixe estreito de radiagédo
ao longo de um plano vertical. O eixo de rotacéo esté localizado no interior da cavidade oral do paciente.
Uma série de imagens sao captadas pelo recetor que se movimenta de forma coordenada com a
ampola de raios-X. As diversas projecdes geradas dao origem a imagem plana da superficie curva da
cavidade oral (Figura 6) (Oliveira, 2004).
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Figura 6 - Movimento da ampola e do recetor em torno do paciente e criagcdo da imagem panoramica
(Oliveira, 2004).

1.2.1.1 Caracteristicas do ortopantomaografo

O ortopantomografo baseia-se no principio da tomografia linear (desloca¢do do conjunto
ampola e recetor em sentidos opostos, com o eixo do movimento num plano constante) e adapta esta
técnica a um movimento coordenado da ampola e do recetor no sentido horario proporcionando um
aumento da nitidez na imagem, segundo o plano selecionado, com a eliminacdo das estruturas que
estdo em planos abaixo ou acima do plano de estudo. A grande amplitude do movimento a volta do
paciente permite um angulo suficientemente abrangente que aborda a espessura da estrutura
anatomica que esti a ser avaliada. Desta forma a desfocagem dos planos adjacentes ao plano de
interesse aumenta e a nitidez da imagem panoramica também. O desenvolvimento da radiografia
panoramica baseia-se ainda na técnica de slot que consiste na regulacéo simultanea, do diafragma
primario e secundario que delimita o feixe de raios-X a saida da ampola, diminuindo assim a radiacéo
difusa, a exposicdo do paciente e aumenta o contraste da imagem.

A especificidade dos equipamentos para estudos ortopantomogréaficos permite uma qualidade
de imagem com elevada importancia para a exatidao do diagnéstico, ao mesmo tempo que proporciona

uma baixa dose de exposicdo no paciente (Pasler e Visser, 2001).



1.2.2 Doses de radiacao ionizante utilizadas nos exames de

ortopantomografia

Os valores de dose de RI em radiografias dentarias séo considerados baixos, na gama de 1,9
- 36 uSv. Segundo o relatério UNSCEAR (2012), sdo consideradas doses baixas de Rl as que possuem
valor igual ou inferior a 100 mSyv, como os aplicados nos exames de ortopantomografia.

Neste tipo de exames a dose estimada para cada paciente depende da estrutura facial do
individuo. Os equipamentos de ortopantomografia possuem tabelas especificas com valores de dose
efetiva, resultantes dos fatores técnicos (kV e mA) adequados ao morfotipo de cada paciente (Tabela
1).

Tabela 1 - Intervalo de fatores técnicos e estimativa da dose efetiva associada, indicados no progama
standard do Ortopantomégrafo - Orthopantomograph ® OP 200 (Adaptado de User Manual & Technical
Specifications, 2006).

kV mA HSv kV mA uSv
57 2 1,9 73 8 15,5
63 5 5,7 73 13 23,8
63 10 10,9 73 16 31,7
63 13 12,8 77 5 12,1
66 5 7,2 7 8 18,7
66 13 16,8 77 13 27,1
66 16 21 77 16 35,4
70 5 8,6 81 8 21,1
70 13 20,4 81 13 31,3
70 16 26,5 85 13 36

1.2.3 Efeitos bioldégicos da radiacéo ionizante

A exposicdo do Homem a RI pode provocar efeitos deletérios na salde. Esses efeitos podem
ser agrupados em duas categorias: os efeitos estocasticos e os deterministicos. Os efeitos estocéasticos
podem conduzir ao aparecimento de doengas hereditarias provocadas por lesdes genéticas associadas
a exposi¢fes cronicas a baixas doses de radiagcao, considerados como efeitos tardios da RI. Estes
efeitos podem provocar mutag8es genéticas causando replicacao de células mutadas, leucemia, tumor
da tiroide, tumor da glandula salivar e outros tipos de cancro. Por outro lado, os efeitos deterministicos
podem conduzir a morte ou a perda de fun¢des de um 6rgéo ou tecido biolégico. Estes efeitos incluem
lesBes letais no ADN ou a diminuicdo da funcdo de um tecido ou 6rgdo, como por exemplo, o
aparecimento de cataratas e a diminuicdo do desenvolvimento fetal (Antunes, 2012; White e Pharoah,
2014).



1.2.4 Protecéo radiologica

Os profissionais de salde que realizam exames de ortopantomografia tém em atencéo a
qualidade da imagem do exame obtido, com o objetivo de facilitar o diagndstico. Contudo, sdo sempre
ponderados e equacionados os valores de dose utilizados, de modo a reduzir ao minimo os niveis de
exposicdo do paciente e do profissional que realiza o procedimento. A International Commission on
Radiological Protection (ICRP 103, 2007) distingue trés categorias de exposicao:

e Exposicdo ocupacional - Trabalhadores expostos a Rl no seu local de trabalho;

e Exposicdo de pacientes - Exposicdo a RI para fins de diagnéstico, intervencdo ou
procedimentos terapéuticos;

e Exposicdo do publico - Abrange todas as exposi¢des a Rl que ndo pertengam a exposi¢ao

ocupacional e de pacientes.

Todos os beneficios e riscos da exposi¢cao de um paciente devem ser avaliados, tendo em atencao
os efeitos cumulativos da exposicéo a RIl. Neste contexto a protecdo radioldgica possui como objetivo
principal a protecdo do Homem face as radiacdes ionizantes, baseando-se em trés principios
fundamentais: o principio da justificac&@o, principio da otimizacdo e o principio da limitacdo de dose
(ICRP 103, 2007):

e Principio da justificacdo - nenhuma prética que envolva exposi¢do a Rl deve ser adotada se

dessa pratica néo resultar um claro beneficio para 0 Homem ou sociedade envolvente.

e Principio da otimizacdo - todas as exposi¢des a Rl e o nimero de individuos expostos devem
ser mantidos a um nivel tdo baixo quanto possivel (A.L.A.R.A — As Low As Reasonably
Achievable), tendo em conta os diversos fatores de natureza econémica e social.

e Principio da limitacdo de dose - a exposi¢do de individuos deve estar sujeita a limites de dose
de modo a assegurar que nenhum individuo seja exposto a niveis de RI considerados

inaceitaveis.

Todos profissionais de saude que trabalham com equipamentos de RI devem considerar todas as
medidas de seguranca e protecao radioldgica, desde a distancia a fonte de RI, tempo de exposicéo e

a utilizag&o barreiras como blindagem.

1.2.5 Limites de dose

Com o objetivo de prevenir o aparecimento de efeitos deterministicos e limitar a ocorréncia de
efeitos estocasticos a um nivel aceitavel, a ICRP 103 (2007) delineou diretrizes para os valores de dose

de RI recebidos através da exposi¢@o ocupacional e de membros do publico (Tabela 2).



Tabela 2 - Limite de doses para exposi¢ao ocupacional e membros do publico (Adaptado de ICRP 103,
2007).

Tipo de Limite \ Ocupacional | Publico

Dose Efetiva 20 mSv/ano 1 mSv/ano

Dose equivalente anual

Cristalino 150 mSv 15 mSv
Pele 500 mSv 50 mSv
Extremidades (m&os e pés) 500 mSv

No caso da exposicao ocupacional (limite de dose efetiva para profissionais expostos a Rl) a
recomendacédo é de que os 20 mSv/ano sejam uma média de 5 anos, ou seja, em 5 anos nao devem
ser excedidos 0s 100 mSv. Contudo, num s6 ano nao devem ser excedidos os 50 mSv. Embora estes
valores sejam considerados como aceitaveis, todos os esforcos devem ser realizados para otimizar as
praticas decorrentes da exposicdo a Rl e garantir que estas doses de exposicdo sejam tao baixas

quanto possivel (White e Pharoah, 2014).

1.2.6 Dosimetria

As grandezas dosimétricas sao utilizadas para quantificar e descrever a quantidade de energia
depositada por um feixe de radiacdo num determinado meio. A Rl pode ser medida em termos de dose
absorvida ou dose de exposicao. A dose absorvida (D) (Equacgéo 1) é representada pelo valor esperado
(d.) de energia transmitida por qualquer tipo de Rl por unidade de massa (d,,), sendo expressa em
Gray (Gy) (IAEA, 2014; Antunes, 2012).

D_ﬁ (Equacéao 1)
=

A protecéo radioldgica utiliza a dose equivalente para comparar eficiéncia bioldgica relativa (RBE)
dos diferentes tipos de radiacdo no tecido. A dose equivalente (H;) (Equacdo 2) é a dose média
absorvida num determinado 6rgéo ou tecido, ponderada pelo tipo de radiacao que nele incide, onde wyg

€ o fator de ponderacédo da radiacédo (Tabela 3), sendo expressa em Sv (IAEA, 2010).

HT = WRD (Equagéo 2)



Tabela 3 - Fator de ponderagéo para os diferentes tipos de radiacdo (Adaptado de ICRP 103, 2007).

Tipo de Radiacédo Fator de Ponderacéo (wg)
Fotbes 1
Eletrdes 1
Protdes 2
Particulas a, fragmentos de fissdo e ides pesados 20
- 25-20
Neutrbes

(dependendo da energia dos neutrées)

A dose efetiva (E) (Equacéo 3) é caracterizada pela multiplicacdo da dose equivalente (Hy) pelo
fator de ponderacéo do tecido (w;) (Tabela 4), sendo expressa em Sv (IAEA, 2010).

E=Z Wr HT (Equacéo 3)

Tabela 4 - Fator de ponderagdo para os diferentes tipos de tecidos (Adaptado de ICRP 103, 2007).

Fator de Ponderacgao (Wr)

Medula 6ssea, Célon, Pulméo, Estdomago, Mama 0,12
Goénadas 0,08
Bexiga, Figado, Es6fago, Tiroide 0,04
Pele, Cérebro, Glandulas salivares 0,01

1.3 Interacédo daradiacdo com o sistema bioldgico

Os raios-X interagem quer de forma direta quer indireta com a molécula de ADN (Figura 7),
sendo responséveis pela lesdo do ADN e de proteinas nas células (Spotheim-Maurizot e Davidkova,
2011). O efeito direto da radiacéo é caracterizado pela transferéncia de energia de um fotdo ou de um
eletr8o para as macromoléculas biolégicas ionizando-as (White e Pharoah, 2014). A interagdo inicial
entre a Rl e o tecido biolégico ocorre ao nivel dos eletrbes (White e Pharoah, 2014), e leva a perda de
energia da radiacao e a producéo de a&tomos excitados e moléculas ionizadas, que se podem converter
em radicais livres (IAEA, 2010). Uma ou mais ligages quimicas podem ser quebradas, dando origem
a atomos ou moléculas com eletrGes desemparelhados que possuem um curto periodo de vida (IAEA,
2010). O efeito indireto é caracterizado pela interagéo do fotdo com as moléculas de agua produzindo
radicais livres por um processo denominado radiélise da 4gua (White e Pharoah, 2014). A absorcédo de
energia da radiacdo depende da quantidade do material biol6gico existente a passagem da Rl. Como
a agua é a molécula predominante num organismo vivo, 80% da massa de uma célula viva, grande

parte da energia da Rl ira ser absorvida pelas moléculas de agua (IAEA, 2010).



Figura 7 - Modos de acdo da radiacdo ionizante (Adaptado de Antunes, 2012).

Na perspetiva de White e Pharoah (2014) as lesdes no ADN séo a primeira causa de morte
celular induzida pela exposi¢éo a RI. A radiac@o produz diferentes tipos de altera¢cdes no ADN, como
por exemplo:

e Quebra de uma ou das duas cadeias da molécula de ADN;

e Alteragdes ou perda de uma base, na estrutura da molécula de ADN;

e Quebra das pontes de hidrogénio;

e Aparecimento de ligagBes cruzadas (intracatenarias ou intercatendria) na cadeia de

ADN ou proteinas.

1.4 Mucosa jugal

A cavidade oral (Figura 8) reflete a sallde de um individuo. Algumas patologias podem advir de
alteracdes da mucosa jugal, como deficiéncia de vitaminas, efeitos nocivos induzidos pelo tabaco ou
até mesmo efeitos do consumo de alcool (Squier e Kremer, 2001). Estas manifestacdes podem ser
observadas em tecidos que possuem uma rapida proliferacdo, aumentando assim o risco de infecdo
na cavidade oral (Squier e Kremer, 2001), visto a mucosa jugal estar exposta diariamente a varios
agentes toxicos.

A mucosa jugal possui 500 um de espessura (Markiewicz et al., 2007), é constituida por tecido

conjuntivo, caracterizado pela sua elasticidade e flexibilidade (Squier e Kremer, 2001).
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Labio Superior
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Palato Duro

Palato Mole

Mucosa Jugal

Lingua

Figura 8 - llustragcdo da cavidade oral (Adaptado de Squier e Kremer, 2001).

Segundo Markiewicz et al. (2007), anatomicamente, a mucosa jugal é limitada superior e
inferiormente pelos maxilares e pelas pregas vestibulares da mandibula. Lateralmente € limitada pela
comissura labial e pela fossa amigdalina anterior. Esta estrutura par, é inervada pelo nervo bucal, e

pelos nervos alveolares superiores e inferiores do nervo trigémeo (Figura 9).

Nervo Alveolar Superior

Musculo Bucinador

Nervo Mentoniano

Figura 9 - Estrutura da mucosa jugal (Adaptado de Markiewicz et al., 2007).

1.4.1 Constituicdo da mucosa jugal

De acordo com Squier e Kremer (2001), a proliferacdo celular atua de modo a equilibrar a
populacdo de células existente na mucosa jugal. O epitélio oral € mantido pela renovacgéo celular
continua, novas células sdo produzidas na camada basal e migram para a superficie, de modo a
substituir aquelas que foram eliminadas de forma natural - células esfoliadas (Holland et al., 2008). O
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envelhecimento ou o aparecimento de patologias podem ser alguns dos fatores que levam a alteracao
deste equilibrio epitelial.

A mucosa jugal proporciona uma protecdo a cavidade oral, face a potenciais agentes
cancerigenos (Vondracek et al.,, 2001). Contudo, segundo Thomas et al. (2009) grande parte dos
tumores sédo de origem epitelial. Deste modo, a utilizagéo de células da mucosa jugal € uma mais-valia
na biomonitorizacdo de eventos genotoxicos. Estes eventos sd@o resultado da metabolizagdo de
substancias que entram no organismo humano através da ingestdo ou da inalagédo (Holland et al.,
2008).

A mucosa jugal é formada por um epitélio escamoso estratificado, constituido por cinco
camadas distintas, o tecido conjuntivo (Holland et al., 2008), estrato germinativo, estrato espinhoso,

estrato granuloso e o estrato corneo (Figural0) (Squier e Kremer, 2001; Thomas et al., 2009).

1.4.2 Tipos de célula existentes na mucosa jugal

Na Figura 10 é possivel observar a variedade de células que constituem a mucosa jugal,

representando a biodiversidade celular que coopera na manutencao da mesma.

Cavidade Oral

Estrato Corneo

Estrato Granuloso

Estrato Espinhoso

} Estrato Germinativo

: @ Célula Cariorrética
Célula Binucleada Célulade C ti
@ céiviaBasalcrmn @ SHBLE L mmaTe

Condensada

p ; y @ Célula Diferenciada 2 RS
Célula Diferenciada o/ NBUD Celula Picnotica
@Célula Diferenciada ¢/ MN <::> Célula Cariolitica

Figura 10 - Esquema da seccdo transversal da mucosa jugal (Adaptado de Thomas et al., 2009).
MN - microntcleo; NBUD - vesicula nuclear.

Tecido Conjuntivo

O estrato coérneo reveste a cavidade oral e contém células que séo eliminadas constantemente
devido ao uso do tecido superficial (Holland et al., 2008). Seguidamente, apresenta-se o estrato
granuloso e o estrato espinhoso, que possuem populacées de células diferenciadas (CD), apoptéticas
e necréticas. O estrato germinativo possui uma divisdo celular ativa de células basais (CB) e células
estaminais (CE), que se diferenciam, mantendo toda a estrutura e integridade do tecido (Thomas et al.,
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2009). Estas células depois de obtidas podem ser diferenciadas tendo em conta a sua forma e

coloragdo.

A mucosa oral é constituida por:

CB, surgem da camada basal do estrato germinativo e possuem um citoplasma largo em
comparacao com as CD. Tém uma coloracdo uniforme no nicleo e possuem um tamanho
menor que as CD (Figura 11; a));

CD, contém uma colorag&o uniforme no nucleo, tém forma oval ou redonda e séo diferentes
das CB devido ao seu tamanho mais largo com uma relacao ndcleo-citoplasma menor que as
CB (Figura 11; b));

Células binucleadas, sdo células que nao completaram a divisédo celular permanecendo na fase
de citocinese, possuem dois ndcleos em vez de um. Os nucleos normalmente estdo perto um

do outro, podendo por vezes tocarem-se (Figura 11; f)) (Thomas et al., 2007, 2008, 2009).

Células em diferentes estadios de apoptose, caracterizadas pela fragmentacdo do ADN e

desagregacédo do involucro nuclear:

Células de cromatina condensada, possuem um nucleo com regides de cromatina agregada,
enquanto que outras &reas do nlcleo se apresentam vazias (Figura 11; g));

Células cariorréticas, tém um ndcleo caracterizado pela agregag¢do de cromatina extensa
relativamente as células de cromatina condensada, conduzindo a fragmentag¢édo nuclear e
eventual desintegracdo do mesmo (Figura 11; h));

Células picndéticas sdo pequenos nicleos que possuem elevada densidade do material nuclear,
apresentando uma coloracao uniforme, mas intensa. O didmetro do nucleo é normalmente um
a dois tercos mais pequeno que o nuicleo de uma CD (Figura 11; i));

Células carioliticas, nestas células ndo existe a presenca de nucleo (Figura 11; j))(Thomas et
al., 2007, 2008, 2009).

E, por fim, pode apresentar células com les6es no ADN:

Células com microndcleos, caracterizadas pela presenca de um nucleo principal e de um ou
mais nucleos mais pequenos, denominados de micronudcleo. Os micronudcleos normalmente,
séo redondos ou de forma oval com um didmetro que pode alcangar de um terco a um sexto
do ndcleo principal. O nucleo destas células pode possuir uma morfologia caracteristica das
células normais (CB, CD ou binucleadas) ou células que se encontram num processo de morte
celular (Figura 11; c) e d));

Células com vesiculas nucleares (NBUD), possuem uma constricdo na sua forma, como um
ponto ou algo sugestivo de um ndcleo num processo de formacao de vesiculas. Estas vesiculas
tém as mesmas propriedades na sua morfologia e coloracdo que os nudcleos principais.
Contudo, o seu didmetro pode alcancar metade a um quarto do nucleo principal (Figura 11; €))
(Thomas et al., 2007, 2008, 2009).
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Figura 11 - llustragdo dos diferentes tipos de células que fazem parte da constituicdo da mucosa jugal,
visualizadas no estudo de Thomas et al.,, (2009). a) Célula basal; b) Célula diferenciada; c) Célula
diferenciada precoce ¢/ 1 MN (seta); d) Célula diferenciada tardia ¢/ 1 MN (seta); e) Célula diferenciada c/ 1
NBUD (seta); f) Célula binucleada; g) Célula de cromatina condensada; h) Célula cariorrética; i) Célula
picndtica,; j) Célula cariolitica. MN - micronlcleo; NBUD - vesicula nuclear.

As células da mucosa jugal demoram cerca de 7 a 21 dias a migrarem da camada basal para

a superficie, de modo a manter a integridade deste tecido (Figura 12) (Thomas et al., 2009).

O \
Célula cariolitica
Camada de

Célula de Célula
cromatina @ @ L > células
cariorrética [

condensada Célula picnética dl,fEFGHCladaS e
células em morte 7-21
@ @ @ @ celular dias para
as
Célula binucleada CD ¢/ MN CD ¢/ NBUD / células
4 + 4 0 migrarem
da
@ ©5 @ ® camada
CB binucleada CBc/MN  CB ¢/ NBUD basal
CB Camada de paraa
\‘ '/ \ células basais e superficie
células da
e estaminais cavidade
+ oral
® -
CE CE filha

Figura 12 - Sequéncia da origem dos varios tipos de células que constituem a mucosa jugal (Adaptado de
Thomas et al., 2009). CB - célula basal; CD - célula diferenciada; CE - célula estaminal; MN - micronucleo;

NBUD - vesicula nuclear.

As células filhas originadas na camada basal podem conter, ou ndo, micronucleos,
diferenciando-se em células da camada espinhosa, alcancando posteriormente a superficie da
cavidade oral. Algumas destas células, podem no entanto degenerar em células de cromatina
condensada, células cariorréticas, células binucleadas, células picnéticas ou células carioliticas

(Holland et al., 2008).
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1.5 Avaliacédo da les&o genética

A exposicdo a agentes genotoxicos da mucosa jugal pode desenvolver algumas alteracdes na
sua estrutura celular e também na informagéo genética contida nas células. Tem sido demonstrado que
0 aparecimento de alteragdes genéticas nas células da mucosa jugal esta correlacionado com alteragao
do genoma, o envelhecimento precoce das células, a exposicdo a agentes genotoxicos e o risco de
desenvolvimento de tumores (Bonassi et al., 2009). As altera¢cdes no genoma humano podem ser
causadas pela exposicdo a agentes genotéxicos, como a radiacdo e produtos quimicos, caréncia de
micronutrientes, habitos (consumo de alcool, tabaco, drogas) e fatores genéticos (Holland et al., 2008).
O ADN pode sofrer lesfes provocadas por agentes genotéxicos que podem ou ndo ser reparadas. As
lesBes ndo reparadas podem conduzir a efeitos biolégicos como a morte celular ou alteragBes na
estrutura celular (Antunes, 2012), dando origem a micronudcleos ou a outro tipo de alteracdes genéticas.
Estudos de biomonitorizacdo envolvendo grandes populagcfes de trabalhadores ocupacionalmente
expostos a doses de Rl demonstram a correla¢do da formagéo de micronicleos com a dose cumulativa
(Vral et al., 2011).

1.5.1 Micronucleos

A andlise dos micronucleos em células da mucosa jugal é realizada desde 1980 (Holland et al.,
2008) e é um ensaio citogenético que avalia lesdes induzidas em popula¢des humanas (Fenech et al.,
1999). Os biomarcadores de susceptibilidade indicam variaveis genéticas que condicionam a resposta
do individuo a um agente genotoxico. A quantificacdo de micronucleos é utilizada como biomarcador
para avaliagdo da toxicidade genética in vivo ou ex vivo (Holland et al., 2008). Mais de 90% dos tumores
surgem de células epiteliais (Holland et al., 2008), em que a detecdo de uma elevada frequéncia de
microndcleos numa dada populacdo esta relacionada com o aumento do risco de aparecimento de
tumores (Angelieri et al., 2011).

O estudo dos micronucleos em células esfoliadas da mucosa jugal € um ensaio fiavel e utiliza um
processo de recolha de células minimamente invasivo, que pode ser realizado sem recorrer a culturas
de células para avaliacdo de lesdes cromossomicas (Bonassi et al., 2011). Pode ser utilizado em
linfocitos do sangue periférico ou células esfoliadas de varios tecidos (Cerqueira et al., 2008),
possibilitando a avaliacdo de eventos como amplificacdo de genes, reestruturacdo cromossémica
(Bonassi et al., 2005) e radiossensibilidade dos cromossomas (Chua e Rothkamm, 2013).

Os micronucleos sao pequenos corpos extranucleares (Bonassi et al., 2011), originados a partir
de fragmentos de cromossomas ou cromossomas inteiros (Fenech, 2007; Fenech et al, 1999) que
foram deixados para tras durante o processo de divisao celular (Holland et al., 2008), e que ndo sao
incorporados nos nucleos principais das células filhas durante a mitose (Angelieri et al. 2011; Bonassi
et al., 2011) (Figura 13).
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Figura 13 - Esquema da formacao dos micronucleos (setas vermelhas) (Adaptado de Fenech, 2007).

Existem varios fatores que influenciam o aparecimento de micronucleos:

Idade: Existe uma relagéo entre o envelhecimento de um individuo e o aumento da frequéncia
de microndcleos nas células da mucosa jugal (Kashyap e Reddy, 2012; Minicucci et al., 2005);
Género: ndo existe um consenso. Alguns autores referem que as mulheres possuem maior
frequéncia de micronicleos (Hintzsche et al., 2012; Khlifi et al., 2013), enquanto que o estudo
de Dorea et al. (2012) refere ndo existirem diferengas;

Tabaco: o efeito cancerigeno do cigarro € em grande parte influenciado pela mutagenicidade
de vérios produtos quimicos existentes no fumo (Gabriel et al., 2006). Alguns tipos de tabaco
possuem nitrosaminas que atuam como agentes mutagénicos podendo ser responsaveis pela
formacado de micronucleos (MR et al., 2014);

Raios-X: provocam alteragdes no sistema biolégico. O estudo de Vral et al. (2011) demonstra
que o nimero de micronucleos induzidos pela Rl esta fortemente correlacionado com a dose
de radiacdo recebida. A utilizacdo da Rl em radioterapia é responsavel pelo aumento de células
com microndcleos na mucosa jugal dos pacientes (Minicucci et al., 2005);

Dieta: a quantidade de alimentos e suplementos ingeridos influenciam a concentracéo celular
de micronutrientes (Fenech e Bonassi, 2011). Assim, individuos que consomem fruta e vegetais
tém uma frequéncia de micronlcleos mais baixa em comparagdo com os individuos que néo
tém o habito de ingerir este tipo de alimentos (Bonassi et al., 2011);

Alcool: o aldeido, primeiro metabolito do etanol, é responséavel pelo potencial cancerigeno do
etanol (Reis et al., 2006). Estudos realizados em linfécitos demonstram uma associagéo entre
0 consumo de alcool e o aumento da frequéncia de micronlcleos nas células (Fenech e
Bonassi, 2011).
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1.6 Objetivos do estudo

Este estudo tem como objetivo a implementacéo e validacao de um ensaio que permita avaliar
a formacéo de micronuicleos em células esfoliadas da mucosa jugal. Apos a implementacéo da técnica,
pretende-se avaliar os efeitos induzidos pela exposicao as baixas doses de RI provenientes do exame
de ortopantomografia em individuos sujeitos ao exame, uma vez que é um exame muito frequente nas
especialidades da estomatologia, maxilofaxial e ortodontia. Para tal, ir-se-a estudar num grupo de
individuos, antes e 10 dias apds a realizacdo do exame, o0 aparecimento da lesdo genética através do
ensaio do micronlcleo. Adicionalmente, ir-se-a estudar os efeitos induzidos pelo tabaco noutro grupo

de individuos, comparando os resultados obtidos nestes dois grupos com os de um grupo controlo.
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CAPITULO 2

Materiais e Métodos

2.1 Amostra

Para a realizag&o do estudo, dividiu-se a amostra de 60 participantes em 3 grupos independentes.
Cada um deles composto por 20 participantes:

e Grupo exposto a Rl (GE), individuos que realizaram um exame de ortopantomografia;

e Grupo de fumadores (GF);

e Grupo de controlo (GC), pessoas saudaveis, ndo fumadoras e que ndo foram expostas a RI

num periodo de pelo menos 6 meses anteriores a colheita da amostra.

A populagédo estudada é constituida pelo GC: 11 mulheres e 9 homens numa faixa etaria dos 6 aos
83 anos; GE: 12 mulheres e 8 homens numa faixa etaria dos 18 aos 86 anos e pelo GF: por 8 mulheres
e 12 homens numa faixa etaria dos 27 aos 65 anos. Na Tabela 5 estao representados todos os dadores

do estudo, caracterizados por idade, género e grupo de estudo a que pertencem.

Tabela 5 - Caracterizagdo da amostra do estudo.

Grupo Dador Idade Género | Grupo Dador Idade Geénero

D11 M D14 53 F
D12 17 F D20 65 M
D15 49 M D23 33 F
D16 6 M D32 35 F
D17 83 M D36 41 M
D18 80 F D37 44 M
D19 49 F D38 41 M
D21 16 M D39 32 M
D52 26 F D41 52 M
D53 38 M D43 41 M
cC D54 23 F GF D44 35 F
D55 71 F D45 63 M
D56 54 F D46 40 M
D57 31 M D47 41 M
D58 35 F D48 57 M
D59 40 F D49 30 F
D61 26 M D50 27 F
D62 25 F D51 28 F
D63 24 F D60 56 M
D65 25 M D64 45 F
D1 69 F D24 44 M
D2 19 F D25 55 F
D3 18 F D26 24 M
D4 53 F D27 24 F
D5 30 M D29 52 M
GE D6 47 F GE D30 37 M
D7 33 F D31 86 F
D8 62 F D33 24 M
D9 44 F D34 36 M
D10 68 M D35 54 F

GC - grupo de controlo; GE - grupo exposto a radiacéo ionizante; GF - grupo de fumadores;
D- dador; F - sexo feminino; M - sexo masculino.
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O GE é composto por 8 dadores fumadores e 12 dadores sem habitos tabagicos. Idealmente,
este grupo devia ser apenas composto por ndo-fumadores, mas devido a dificuldade de obtengdo das
amostras optou-se por considerar também dadores fumadores. No presente estudo, as doses de
exposicdo variam entre 7,2 - 35,4 uSv para os individuos que realizaram o exame de ortopantomografia.
O ortopantomoégrafo possui um sistema de controlo automatico de exposicao, que ajusta os parametros
tendo em conta a estrutura facial do paciente levando a que a exposicéo nao seja idéntica em todos os
pacientes.

O GF nao possui uma homogeneidade no nimero de cigarros fumados por dia, variando entre

5 e 40 cigarros/dia. Em média o GF fuma 16 cigarros/dia (Tabela 6).

Tabela 6 - Nimero de cigarros consumidos por dia pelos dadores do grupo de fumadores.

Dador N° Cigarros/dia
D14 10
D20 20
D23 12
D32 5
D36 20
D37 20
D38 20
D39 15
D41 20
D43 15
D44 15
D45 40
D46 15
D47 7
D48 15
D49 8
D50 10
D51 15
D60 20
D64 20

D - dador.

Todos os dadores deram o seu consentimento informado para a participacdo neste estudo.
Responderam a um questionario, especialmente formulado para 0 mesmo, baseado nos seus dados
pessoais, na sua histéria clinica, nos seus habitos tabagicos, alimentares e na sua atividade profissional

e extra profissional (Anexo - 1).

2.1.1 Consideracdes éticas

O estudo foi submetido & Comiss&o de Etica do Centro Hospitalar de Lisboa Central, E.P.E., 0
qual foi aprovado de acordo com o Processo N°97/2014. Apesar da ciéncia se desenvolver através da

investigacado, isso nado significa que o progresso do conhecimento cientifico ofereca garantias éticas e
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morais para a populagéo interveniente. O direito e o dever de decidir livremente é inerente a todo o ser
humano, tendo sempre em mente o valor absoluto das pessoas, desde a sua integridade fisica a moral.
Foi explicado a cada participante os objetivos do trabalho, a finalidade do estudo e que a sua
participacdo seria de livre vontade podendo sempre abandonar o estudo se e quando o entendesse.

Foi garantido o anonimato e confidencialidade que o estudo envolve (Anexo - 2).

2.2 Otimizacdo do protocolo para a técnica dos

micronucleos em células da mucosa jugal

Durante os primeiros meses do estudo foi feita uma pesquisa intensiva com o objetivo de
escolher e otimizar o protocolo a utilizar, para analise dos micronlcleos em células esfoliadas da
mucosa jugal.

Através da pesquisa bibliografica, foi possivel identificar que, antes de se proceder a colheita das
células, os participantes envolvidos no estudo teriam que enxaguar a cavidade oral com agua de modo
a minimizar a contaminagéo das amostras (Angelieri et al., 2010a; Angelieri et al., 2010b; Angelieri et
al., 2011; Arora et al., 2014; Carlin et al., 2010; Carrard et al., 2007; Gattas et al., 2001; Kb et al., 2014;
Kassie et al., 2001; Karahalil et al., 1999; Khlifi et al., 2013; Lorenzoni et al., 2012; Nersesyan et al.,
2006). Outros autores ndo mencionam este passo (Bartolotta et al., 2011; Basu et al., 2002; Kashyap
e Reddy, 2012; Lucero et al., 2000; Martinez et al., 2005; Majer et al., 2001; Pinto et al., 2000; Reis et
al., 2002; Stich et al., 1992; Surrallés et al., 1997; Tian et al., 2001; Titenko-Holland et al., 1998; Warner
et al., 1994). No entanto, Sellappa et al. (2011) refere que se deve enxaguar a cavidade oral com 20
mL de solucao salina (0,9% de NaCl), uma vez que este tipo de solugao isotonica mantém o equilibrio

osmético em meio celular.

Relativamente & colheita das células da mucosa jugal foi possivel identificar varios processos de

recolha, utilizando:

o Uma espatula de madeira humedecida (Angelieri et al., 2010a; Angelieri et al., 2010b; Angelieri
et al., 2011, Carlin et al., 2010; Carrard et al., 2007; Fenech et al., 1999; Holland et al., 2008;
Karahalil et al., 1999; Kashyap e Reddy, 2012; Khlifi et al., 2013; Lorenzoni et al., 2012; Majer
et al., 2001; Nersesyan et al., 2006; Pinto et al., 2000; Stich et al., 1992; Titenko-Holland et al.,
1998; Warner et al., 1994);

e Uma espéatula de metal (Arora et al., 2014);

e Uma espétula de plastico (Carrard et al., 2007);

e Um “cytobrush” (Carrard et al., 2007; Fenech et al., 1999; Gattas et al., 2001; Holland et al.,
2008; Kashyap e Reddy, 2012; Reis et al., 2002);

¢ Uma escova de dentes (Basu et al., 2002; Gattas et al., 2001; Kashyap e Reddy, 2012; KB et
al., 2014; Martinez et al., 2005; Majer et al., 2001; Sellappa et al., 2011; Surrallés et al., 1997);

e Um palito (Kassie et al., 2001);
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e Um cotonete ou uma zaragatoa (Bartolotta et al., 2011; Holland et al., 2008; Kashyap e Reddy,
2012).

Todos os materiais mencionados sao utilizados em condigfes estéreis, de modo a ndo alterar os

resultados fornecidos pelas células da mucosa jugal e a proteger o dador.

ApoOs a recolha das células da mucosa jugal estas podem ser colocadas diretamente em laminas
através de um esfregaco (Kalita et al., 2013; Karahalil et al., 1999; Lorenzoni et al., 2012; Stich et al.,
1992) ou podem ser colocadas em suspensdo numa solucao de Phosphate Buffered Saline (PBS) pH
7,4. Existe uma variedade de descri¢cfes na literatura acerca da utilizacdo deste tipo de solucéo de que

sédo exemplo:

¢ Ressuspensao das células em 20 mL de solugéo tampéao (0,1 M EDTA, 0,01 M Tris-HCl e 0,02
M NacCl, pH 7,0) e centrifugacdo durante 10 minutos (min) a 1500 rota¢des por minuto (rpm)
(Lucero et al., 2000; Martinez et al., 2005);

e Ressuspensdo das células em 25 mL de solugéo tampéo (0,1 M EDTA, 0,01 M Tris-HCl e 0,02
M NacCl, pH 7,0) (Basu et al., 2002; Kb et al., 2014; Surrallés et al., 1997) e centrifugacdo
durante 5 min a 800 rpm (Arora et al., 2014).

Alguns autores mencionam a utilizacdo de uma solugéo salina (0,9% NaCl) em vez de uma solu¢éo
tampéo (0,1 M EDTA, 0,01 M Tris-HCl e 0,02 M NacCl, pH 7,0) (Carrard et al., 2007; Majer et al., 2001)
e centrifugagéo durante 10 min a 1200 rpm (Gattas et al., 2001), ou entdo, centrifugacao durante 5 min
a 800 rpm (Angelieri et al., 2010a; Angelieri et al., 2010b; Angelieri et al., 2011; Carlin et al., 2010).

Foram encontrados também varios métodos de fixagdo para este tipo de células. A fixagdo com
metanol: acido acético nas proporg8es de 3:1 (v/v), € um dos métodos de fixagdo mais utilizados. O
tempo de fixacdo das células varia de autor para autor, alguns referem 30 min e outros referem um
periodo de 5-10 min. (Angelieri et al., 2010a; Angelieri et al., 2010b; Angelieri et al., 2011; Carlin et al.,
2010; Gattas et al., 2001; Kalita et al., 2013; Khlifi et al., 2013; Lorenzoni et al., 2012; Reis et al., 2002;
Sellappa et al., 2011). H& autores que utilizam técnicas de fixagao diferentes, fixagdo com 80-85% de
etanol (Stich et al., 1992) ou fixacdo com 80% de metanol (Arora et al., 2014; Bartolotta et al., 2011,
Basu et al., 2002; Kashyap e Reddy, 2012; Karahalil et al., 1999; Kb et al., 2014; Lucero et al., 2000;
Majer et al., 2001; Martinez et al., 2005; Nersesyan et al., 2006; Surrallés et al., 1997; Titenko-Holland
et al., 1998; Warner et al., 1994). Estes métodos de fixagcdo podem ser realizados diretamente sobre
as células colocadas em laminas através de um esfregaco, ou em células que se encontrem em
suspensao.

Um dos corantes utilizados para a coloracdo das células da mucosa jugal € o Giemsa. Para a
utilizacdo deste corante foram revistas varias percentagens da utilizacdo deste composto, com
diferentes variac6es no tempo de exposicdo das células (Arora et al., 2014; Fenech et al., 1999;
Kashyap e Reddy, 2012; KB et al., 2014; Khlifi et al., 2013; Sellappa et al., 2011).

Tendo em conta os diversos métodos referidos pelos diferentes autores executaram-se varias

tentativas para otimizag&o do protocolo a utilizar, tendo-se chegado ao protocolo descrito no Anexo - 3.
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ApOs a optimizacéo da técnica, 0s principais passos implementados foram:
1. Colheita das células da mucosa jugal: espatula de plastico;
2. Ressuspenséao das células num tubo estéril com 5 mL de PBS (Anexo - 4) e centrifugar
durante 5 min, a 104xg;
3. Método de fixacdo: 4 mL de mistura fixadora metanol: acido acético na proporcdo de
3:1 (v/v) (Anexo - 4);
4. Corante: Giemsa a 10% em tampéo fosfato pH 6,8 (v/v) (Anexo - 4).

2.3 Colheita de células na mucosa jugal

Retiraram-se a cada dador células da mucosa jugal, para analise dos micronucleos. Em relacao
ao GE, a recolha das células foi feita no Hospital de S&o José - Centro Hospitalar de Lisboa Central,
E.P.E., no servico de estomatologia. A cada um dos 20 dadores deste grupo, foi feita uma recolha das
células da mucosa jugal, antes e 10 dias ap6s (aproximadamente) a realizagdo da ortopantomografia.
O intervalo de tempo decorrido entre a primeira e a segunda recolha tem em conta o tempo de migracao
das células da camada basal para a superficie da mucosa jugal. Nos restantes dadores,
correspondentes ao GF e ao GC, as colheitas foram realizadas na grande maioria no IST/CTN.

O método de recolha utilizado foi o mesmo para todos os individuos. Depois dos dadores
enxaguarem a cavidade oral com &gua, as células foram recolhidas com uma espatula de plastico
estéril, fazendo movimentos de baixo para cima, de modo a retirar o maior niUmero de células possivel.
Primeiro efetuou-se este procedimento na mucosa jugal do lado direito, trés vezes, e depois ha mucosa
jugal do lado esquerdo repetindo-se 0 mesmo processo. As células foram ressuspendidas em dois
tubos estéreis, com 5 mL de PBS cada, previamente etiquetados e identificados, um para as células da
mucosa jugal do lado direito e outro para o lado esquerdo. As amostras foram posteriormente
transportadas para o laboratério de citogenética do Grupo de Protecgdo e Seguranca Radioldgica do
IST/CTN.

2.4 Técnica dos micronucleos

As células em suspensdo foram centrifugadas durante 5 min, a 104xg. Retirou-se o
sobrenadante com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de plastico, ressuspendeu-se o botédo celular
suavemente no agitador e adicionou-se novamente 5 mL de PBS. As amostras foram novamente
centrifugadas de modo a remover a maior parte da contaminacao existente na amostra. Posteriormente,
adicionou-se cerca de 4 mL de mistura fixadora metanol: 4cido acético na proporgdo de 3:1 (v/v),
previamente arrefecido a -20 °C, centrifugando-se novamente durante 5 min a 104xg. Retirou-se o
sobrenadante, e ressuspendeu-se o botdo celular suavemente no agitador. O processo de fixacdo
repetiu-se duas vezes. Depois de se homogeneizar muito bem a suspenséo celular, colocou-se, com o

auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro, algumas gotas por lamina fazendo as células deslizar da
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parte superior para a parte inferior da mesma. Neste processo, as laminas previamente etiquetadas e
identificadas estavam colocadas a 45°. Todas as amostras foram feitas em duplicado. Deixaram-se as
laminas secar, durante 24 horas, a temperatura ambiente. Por fim, procedeu-se a coloracdo das
laminas com uma solucao de Giemsa a 10% em tampao fosfato pH 6,8 (v/v), durante 10 min. Passaram-
se as laminas por agua corrente com pouca pressao, de modo a retirar 0 excesso de corante e por fim,
deixaram-se as lAminas a secar durante 24 horas. As laminas foram entéo seladas com Entellan e

procedeu-se posteriormente a sua leitura no microscopio 6ético.

2.5 Critérios de leitura

Neste estudo foram contabilizadas 2000 células mononucleadas (células que possuem um
Unico nucleo principal) por amostra, perfazendo um total 160000 células mononucleadas em todas as
amostras. Para a analise das amostras contabilizou-se o nimero de células mononucleadas e
binucleadas, com e sem micronudcleo. A visualizagéo ao microscopio 6tico foi realizada utilizando uma
ampliacdo de 400x. Toda a identificacdo e caracterizacdo das células micronucleadas foi efetuada
segundo o descrito por Thomas et al. (2009). As células mononucleadas que contém micronucleos
possuem um nucleo principal e um ndcleo de tamanho inferior, cerca de 1/3 a 1/6 do diametro do nucleo
principal. Os micronucleos possuem uma forma redonda ou oval, com uma coloracéo e intensidade
idéntica ao nucleo principal. Estéo localizados no citoplasma da célula e ndo possuem contacto hem
sobreposi¢do com o nucleo principal (Bartolotta et al., 2011; Fenech, 2007; Sarto et al., 1987).

Paralelamente, também se averiguou o aparecimento de células binucleadas nos trés grupos
em estudo. O registo das células binucleadas foi realizado com o objetivo de verificar se havia um
aumento ou diminuicdo da divisdo celular nos individuos pertencentes aos grupos GE e GF

comparativamente ao GC.

2.6 Analise estatistica

Para o tratamento estatistico dos resultados foram consideradas variaveis dependentes: a
frequéncia de células mononucleadas com micronucleos e a frequéncia de células binucleadas, e
variaveis independentes: a Rl proveniente dos exames de ortopantomografia, a idade, o género e o
consumo de tabaco.

O nivel de significAncia considerado no teste paramétrico estatistico - teste t de Student foi de
0,05 (p<0,05).
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CAPITULO 3

Resultados

Ao longo do estudo foram visualizadas 80000 células mononucleadas no GE, 40000 antes do
exame de ortopantomografia e 40000 depois do exame. Também foram observadas 40000 células
mononucleadas no GF e 40000 no GC. Num total de 60 dadores foram contabilizados 642 micronucleos
em 160000 células mononucleadas, e foram registadas 2080 células binucleadas. Na Figura 14, 15 e
16, apresentam-se imagens recolhidas ao longo do trabalho dos véarios tipos de células estudadas.

Figura 14 - Imagens de micronlcleos (setas) visualizados neste trabalho:
a) Célula mononucleada com 1 micronucleo; b) Célula mononucleada com 2
micronucleos; c) Célula mononucleada com 3 microntcleos.

Figura 15 - Imagens de uma célula binucleada (a) e de uma célula
mononucleada (b), contabilizadas neste trabalho.
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Figura 16 - Imagens de células mononucleadas e binucleadas sem e com contaminagéo
a) e b) respetivamente. Na imagem a) observa-se um micronucleo (seta).

3.1 Grupo controlo

No GC foram contabilizados 77 microntcleos em 40000 células mononucleadas (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracterizacao e distribuigdo dos microntcleos no grupo controlo.

Dador Género dade £ — em celulas mono N° MN total MN/Célula
Anos (0] 1 2 3
D11 M 62 3 2 1 10 0,0050
D12 F 17 2000 1999 1 0 0 1 0,0005
D15 M 49 2000 1996 1 3 0 7 0,0035
D16 M 6 2000 1998 2 0 0 2 0,0010
D17 M 83 2000 1994 4 1 1 9 0,0045
D18 F 80 2000 1998 0 2 0 4 0,0020
D19 F 49 2000 1993 6 1 0 8 0,0040
D21 M 16 2000 1997 3 0 0 3 0,0015
D52 F 26 2000 1996 4 0 0 4 0,0020
D53 M 38 2000 1997 2 1 0 4 0,0020
D54 F 23 2000 1997 2 0 1 5 0,0025
D55 F 71 2000 1999 1 0 0 1 0,0005
D56 F 54 2000 1997 3 0 0 3 0,0015
D57 M 31 2000 1999 1 0 0 1 0,0005
D58 F 35 2000 1998 2 0 0 2 0,0010
D59 F 40 2000 1997 3 0 0 3 0,0015
D61 M 26 2000 1998 2 0 0 2 0,0010
D62 F 25 2000 1997 3 0 0 3 0,0015
D63 F 24 2000 1999 1 0 0 1 0,0005
D65 M 25 2000 1996 4 0 0 4 0,0020
Total 40000 39939 48 10 3 77 0,0019

D - dador; F - sexo feminino; M - sexo masculino; MN - micronutcleo; mono - células mononucleadas.

Na Tabela 7 é possivel observar que o niumero de células mononucleadas sem microndcleo
tem maior incidéncia que o nimero de células mononucleadas com micronucleo. Observou-se também

que nas células mononucleadas, com micron(cleo, as que apresentam um microndcleo séo as que se
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encontram em maior nimero. A frequéncia média de micronucleos foi de 0,002 + 0,001 (média * desvio
padrdo). A média de idades no GC é de 39,0 £+ 21,7 anos.

3.1.1Comparacéao entre dadores do grupo controlo

A analise entre dadores do GC realizou-se em termos de género e faixa etaria. O GC é
constituido por 11 mulheres e 9 homens. No género feminino foram contabilizados 35 microntcleos em
22000 células mononucleadas. Em relacdo ao género masculino foram visualizados 42 microndcleos
em 18000 células mononucleadas. E possivel observar que o género masculino possui uma frequéncia

de micronucleos superior ao género feminino (Tabela 8).

Tabela 8 - Distribuicdo do nimero de micronucleos entre o género masculino e feminino do grupo controlo.

Distribuicdo de MN em células mono

Género N° Células N° MN total Média (MN/célula) + DP
(0]
F 22000 21970 26 3 1 35 0,0016 + 0,0010
M 18000 17969 22 7 2 42 0,0023 = 0,0016

F - sexo feminino; M - sexo masculino; MN - microntcleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrao.

Para analisar a influéncia da idade na frequéncia de micronucleos o GC (idades entre os 6 e
83 anos) foi dividido em 4 grupos etarios: 6 - 24, 25 - 31, 35 - 49 e 54 - 83 anos, constituidos por 5
dadores cada. Em cada grupo etario foram lidas 10000 células mononucleadas. O ndimero de
micronucleos observado no grupo etario dos 6 - 24 anos foi de 12; no grupo etario dos 25 - 31 anos
foram contabilizados 14; o grupo etario dos 35 - 49 anos apresentou 24 e por fim, no grupo etario dos

54 - 83 anos foram registados 27 micronlcleos (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparagéo e distribuicdo do nimero de micronudcleos entre as faixas etarias do grupo controlo.

Distribuicdo de MN em células mono

Grupo Etario

(anos) N° Células 0 1 5 2 N° MN total Média (MN/célula) + DP
6-24 10000 9990 9 0 1 12 0,0012 + 0,0008
25-31 10000 9986 14 0 0 14 0,0014 + 0,0007
35-49 10000 9981 14 5 0 24 0,0024 + 0,0013
54 -83 10000 9982 11 5 2 27 0,0027 + 0,0020

MN - micronucleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrao.

Na Tabela 9 e na Figura 17 é possivel observar um aumento da frequéncia de micronucleos
com o aumento da idade. Este aumento na frequéncia de micronucleos foi de 0,02% no grupo etario

dos 25 - 31 anos em relag&o ao grupo etario dos 6 - 24 anos. Entre o grupo etério dos 35 - 49 anos e 0
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grupo etario dos 25 - 31 anos existiu um aumento de 0,1%. Por fim, em relagdo ao grupo etario dos 54

- 83 anos houve um aumento de 0,03% em comparagéo com o grupo etario dos 35 - 49 anos.
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Figura 17 - Frequéncia de micronucleos nos grupos etarios do grupo de controlo.

3.2 Grupo exposto aradiacao ionizante

Neste grupo de individuos foram observadas um total de 80000 células mononucleadas (40000
antes do exame e 40000 ap6s 0 mesmo) e contabilizados 352 micronucleos. Nas células recolhidas
antes do exame de ortopantomografia foram lidas 40000 células mononucleadas, onde foram
visualizados 159 micronucleos. Nas células recolhidas aproximadamente 10 dias depois do exame de
ortopantomografia, foram lidas 40000 células mononucleadas, contabilizando-se 193 microntcleos
(Tabela 10). Tendo existido um aumento de 0,09% na frequéncia de micronucleos depois do exame.

No GE existem 8 individuos fumadores que apresentam uma frequéncia média de microndcleos
de 0,003 + 0,002 antes do exame e 0,004 + 0,002, 10 dias apés 0 mesmo. No grupo de individuos nao
fumadores (12 individuos) do GE foi observada uma frequéncia média de micronucleos de 0,005 *
0,003 antes do exame e 0,005 = 0,003 10 dias depois. Dado que nédo se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos, antes do exame (p=0,233) e 10 dias ap6s 0 mesmo

(p=0,500), optou-se por fazer uma analise global, juntando-se estes dois grupos num so.
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Tabela 10 - Caracterizacao e distribuicdo dos microndcleos no grupo exposto a radiagdo ionizante, antes

e apo6s a realizagdo do mesmo.

o Distribuicdo de MN em células mono o
Dador | Género LD Colheita ,N - MN/Célula
(Anos) Células 0 1 2 3 4 5 total

Antes 2000 1994 4 2 0 0 0 8 0,0040
D1 F 69

Depois 2000 1992 5 2 0 1 0 13 0,0065

Antes 2000 1995 4 1 0 0 0 0,0030
D2 F 19

Depois 2000 1995 4 0 0 1 0 0,0040

Antes 2000 1996 4 0 0 0 0 0,0020
D3 F 18

Depois 2000 1997 3 0 0 0 0 0,0015

Antes 2000 1995 3 0 1 0 1 11 0,0055
D4 F 53

Depois 2000 1990 8 1 1 0 0 13 0,0065

Antes 2000 1994 4 2 0 0 0 8 0,0040
D5 M 30

Depois 2000 1995 4 0 1 0 0 0,0035

Antes 2000 1986 0 2 2 0 0 20 0,0100
D6 F 47

Depois 2000 1986 12 1 1 0 0 17 0,0085

Antes 2000 1998 2 0 0 0 0 2 0,0010
D7 F 33

Depois 2000 1995 5 0 0 0 0 0,0025

Antes 2000 1996 3 1 0 0 0 0,0025
D8 F 62

Depois 2000 1999 0 1 0 0 0 2 0,0010

Antes 2000 1991 7 2 0 0 0 11 0,0055
D9 F 44

Depois 2000 1992 8 0 0 0 0 8 0,0040

Antes 2000 1999 1 0 0 0 0 1 0,0005
D10 M 68

Depois 2000 1997 3 0 0 0 0 3 0,0015

Antes 2000 1995 4 1 0 0 0 6 0,0030
D24 M 44

Depois 2000 1992 7 1 0 0 0 9 0,0045

Antes 2000 1994 5 1 0 0 0 7 0,0035
D25 F 55

Depois 2000 1991 7 2 0 0 0 11 0,0055

Antes 2000 1985 12 3 0 0 0 18 0,0090
D26 M 24

Depois 2000 1983 15 2 0 0 0 19 0,0095

Antes 2000 1993 4 1 1 1 0 13 0,0065
D27 F 24

Depois 2000 1989 7 4 0 0 0 15 0,0075

Antes 2000 1999 1 0 0 0 0 0,0005
D29 M 52

Depois 2000 1991 9 0 0 0 0 9 0,0045

Antes 2000 1993 5 1 1 0 0 10 0,0050
D30 M 37

Depois 2000 1994 5 1 0 0 0 7 0,0035

Antes 2000 1991 7 2 0 0 0 11 0,0055
D31 F 86

Depois 2000 1989 9 2 0 0 0 13 0,0065

Antes 2000 1995 5 0 0 0 0 5 0,0025
D33 M 24

Depois 2000 1991 8 1 0 0 0 10 0,0050

Antes 2000 1996 4 0 0 0 0 4 0,0020
D34 M 36

Depois 2000 1995 3 2 0 0 0 0,0035

Antes 2000 1992 8 0 0 0 0 0,0040
D35 F 54

Depois 2000 1992 4 2 2 0 0 14 0,0070
Total 80000 79722 223 41 10 3 1

D - dador; F - sexo feminino; M - sexo masculino; MN - microntcleo; mono - células mononucleadas.
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Na Tabela 10 é possivel observar novamente que o nimero de células mononucleadas sem
micronucleo é superior ao nimero de células mononucleadas com microndcleo, tanto nas células
recolhidas antes como depois do exame de ortopantomografia. Verificou-se igualmente que nas células
mononucleadas, com microndcleo, as que apresentam um micronicleo sao as que se encontram em
maior nimero quer antes da realizacao do exame quer apds. Entre as células recolhidas antes e depois
do exame de ortopantomografia foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p=0,028).
A frequéncia média de microndcleos antes do exame foi de 0,004 + 0,003. Depois do exame a
frequéncia média de micronudcleos foi de 0,005 + 0,002. A média de idades no GE é de 43,9 + 18,6
anos. Neste grupo observou-se um aumento ligeiro da frequéncia de micronudcleos apés a realizacao
do exame.

Na Figura 18 e 19 é possivel observar a distribuigdo e frequéncia de microndcleos nos dadores

pertencentes ao GE, antes e depois do exame de ortopantomografia.

1,2 - E Antes do exame

1 - 1 Apés o exame

MN/ Célula (%)
o o ©
N o @

o
N
I

o
|

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D24 D25 D26 D27 D29 D30 D31 D33 D34 D35
Dadores

Figura 18 - Distribuicdo da frequéncia de micronucleos no grupo exposto a radiagdo ionizante.

Frequéncia de micronucleos antes e depois do
exame
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0,1 -

Dadores

Figura 19 - Frequéncia de micronucleos antes e apdés o exame de ortopantomografia. * - diferenca
estatisticamente significativa (p=0,028).
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Os dadores D3, D5, D6, D8, D9 e D30 apresentam uma descida na frequéncia de microndcleos
depois do exame, ao contrario dos restantes dadores. O dador D29 apresenta a maior diferenca na
frequéncia de micronucleos, antes e depois do exame, apresentando um aumento na frequéncia de

microndcleos apds o exame.

3.2.1 Comparacao entre dadores do grupo exposto a radiacao

ionizante

Para o GE a andlise entre dadores foi realizada em termos de género e faixa etaria. O GE é
constituido por 12 mulheres e 8 homens. Foi verificado para os dois géneros um aumento da frequéncia
de micronucleos nas células recolhidas depois do exame, 0,07% no género feminino e de 0,11% no

género masculino (Tabela 11).

Tabela 11 - Comparacédo entre os dadores do género feminino e masculino antes e depois do exame de
ortopantomografia tendo em conta a distribuicdo do nimero de microntcleos.

Distribuicao de MN em células

p N° . N° MN total Média (MN/célula) + DP
Género Células Colheita mono
0] 1 2 K]

Antes 23921 61 12 4 1 1 106 0,0044 + 0,0024

F 24000
Depois 23907 72 15 4 2 0 122 0,0051 + 0,0024
Antes 15956 36 7 1 0 O 53 0,0033 + 0,0028

M 16000
Depois 15938 54 7 1 0 O 71 0,0044 + 0,0023

F - sexo feminino; M - sexo masculino; MN - micronucleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padréao.

Nas células recolhidas antes do exame de ortopantomografia e para o género feminino foram
registados 106 micronacleos em 24000 células mononucleadas. No género masculino foram
visualizados 53 micronucleos no total de 16000 células mononucleadas. A frequéncia de microntcleos
nas células recolhidas antes do exame de ortopantomografia foi superior para o género feminino. Para
0 género feminino ap6s o0 exame de ortopantomografia contabilizaram-se 122 microndcleos em 24000
células estudadas. No caso do género masculino foram contabilizados 71 microntcleos em 16000
células mononucleadas. Mais uma vez o género feminino apresenta uma frequéncia de micronucleos

superior ao género masculino (Figura 20).
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Feminino vs. Masculino
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Figura 20 - Comparacgao da frequéncia de microntcleos nos dadores do género feminino e
masculino, antes e depois do exame.

O GE é constituido por dadores cuja idade varia entre os 18 e os 86 anos. Para analisar a
influéncia da idade na frequéncia de micronlcleos, antes e ap0s a realizacdo do exame, o GE foi
dividido em 4 subgrupos etarios: 18 - 24, 30 - 44, 44 - 54 e 55 - 86 anos, constituido por 5 dadores cada
(Tabela 12). Em cada subgrupo foram lidas 10000 células mononucleadas, antes do exame de

ortopantomografia e 10 dias apés 0 mesmo.

Tabela 12 - Comparacdo do numero de micronudcleos entre grupos etarios antes e depois da realizacéo do
exame.

Distribuicdo de MN em
N° Células Colheita células mono N° MN Total ~Média (MN/célula) + DP

Grupo Etario

(anos)

0 1 23 4 5

Antes 9964 29 51 1 O 46 0,0046 + 0,0030
18-24 10000

Depois 9955 37 7 01 O 55 0,0055 + 0,0031

Antes 9972 22 51 0 O 35 0,0035 +0,0019
30-44 1000

Depois 9971 25 3 1 0 O 34 0,0034 + 0,0005

Antes 9967 26 3 3 0 1 46 0,0046 + 0,0035
44 - 54 1000

Depois 9951 40 5 4 0 O 62 0,0062 + 0,0017

Antes 9974 20 6 0 0 O 32 0,0032 + 0,0019
55 - 86 1000

Depois 9968 24 7 0 1 O 42 0,0042 + 0,0027

MN - micronucleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrao.

No grupo etério dos 18 - 24 anos, foram contabilizados 46 microndcleos antes do exame de
ortopantomografia e 55 micronucleos nas células recolhidas 10 dias ap6s do exame, verificando-se
assim um aumento na frequéncia de micronucleos de 0,09% nas células recolhidas depois do exame
de ortopantomografia.

No grupo etério dos 30 - 44 anos, foram contabilizados 35 micronicleos antes do exame de
ortopantomografia e 34 micronicleos depois do exame. Neste grupo verificou-se uma diminuicdo de

0,01% na frequéncia de micron(cleos, nas células recolhidas depois do exame de ortopantomografia.
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No grupo etério dos 44 - 54 anos, o numero de microndcleos visualizados antes do exame de
ortopantomografia foi de 46. Depois do exame foram contabilizados 62 micron(cleos. Verificou-se um
aumento na frequéncia de micronudcleos de 0,16% relativamente as células recolhidas apés do exame
de ortopantomografia.

Por fim, no grupo etario dos 55 - 86 anos, verificou-se novamente um aumento na frequéncia
de micronucleos de 0,1% nas células recolhidas depois do exame de ortopantomografia. Foram
visualizados 32 micronucleos nas células mononucleadas antes do exame e 42 micronucleos depois
do exame.

Os grupos etarios que possuem maior frequéncia de microndcleos antes e apés o exame de
ortopantomografia sdo dos 18 - 24 anos e dos 44 - 54 anos (Figura 21). Na comparacao entre grupos
etarios antes e depois do exame de ortopantomografia ndo foram verificadas diferencas

estatisticamente significativas.
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Figura 21 - Comparac&do entre 0s grupos etarios, antes e apés o exame de ortopantomografia.
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3.3 Grupo de fumadores

No GF analisaram-se 40000 células mononucleadas e foram contabilizados 213 microntcleos
(Tabela 13).

Tabela 13 - Caracterizagéo e distribuicdo dos micronucleos no grupo de fumadores.

|dade Distribuicdo de MN em células mono

Dador Género N° Células N° MN total MN/Célula

(Anos) 1 2 3 4 5
D14 F 53 2000 1995 5 0 0 0 0 0,0025
D20 M 65 2000 1997 3 0 0 0 0 3 0,0015
D23 F 33 2000 1998 0 2 0 0 0 4 0,0020
D32 F 35 2000 1997 2 1 0 0 0 4 0,0020
D36 M 41 2000 1993 6 0 1 0 0 9 0,0045
D37 M 44 2000 1993 1 1 4 1 0 19 0,0095
D38 M 41 2000 1990 5 4 1 0 0 16 0,0080
D39 M 32 2000 1994 6 0 0 0 0 6 0,0030
D41 M 52 2000 1990 8 2 0 0 0 12 0,0060
D43 M 41 2000 1985 10 1 4 0 0 24 0,0120
D44 F 35 2000 1984 11 0 3 1 1 29 0,0145
D45 M 63 2000 1992 4 3 1 0 0 13 0,0065
D46 M 40 2000 1993 5 2 0 0 0 0,0045
D47 M 41 2000 1994 5 1 0 0 0 0,0035
D48 M 57 2000 1995 4 1 0 0 0 0,0030
D49 F 30 2000 1998 1 1 0 0 0 0,0015
D50 F 27 2000 1986 9 4 1 0 0 20 0,0100
D51 F 28 2000 1989 10 1 0 0 0 12 0,0060
D60 M 56 2000 1996 3 1 0 0 0 5 0,0025
D64 F 45 2000 1994 5 1 0 0 0 7 0,0035
Total 40000 39853 103 26 15 2 1 213 0,0053

D - dador; F - sexo feminino; M - sexo masculino; MN - micronlcleo; mono - células mononucleadas.

Tal como o observado no GE e no GC, o niumero de células mononucleadas sem microndcleo é
maior do que o nimero de células mononucleadas com microndcleo. Verificou-se mais uma vez, que
nas células mononucleadas com microndcleo as que apresentam um microndcleo sdo as que se
encontram em maior nimero. A frequéncia de micronicleos neste grupo é superior ao GC, havendo
um aumento de 0,34% na frequéncia de micronucleos, sendo esta diferenca estatisticamente
significativa (p=0,001). A frequéncia média de micronucleos foi de 0,005 + 0,004. A média de idades no
GF é de 42,9 £ 11,4 anos.

3.3.1Comparacéao entre dadores do grupo de fumadores

Tal como nos grupos anteriormente estudados a andlise entre dadores do GF realizou-se
igualmente em termos de género e faixa etaria. Este grupo é constituido por 8 mulheres e 12 homens,

verificando-se que a frequéncia de micronutcleos € idéntica para os dois géneros (Tabela 14).
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Tabela 14 - Distribuicdo do nimero de micronucleos entre o género masculino e feminino do grupo de
fumadores.

Distribuicdo de MN em células mono

Género  N° Células N° MN total Média + DP
(0] 1 2 3 4 5
F 16000 15941 43 10 4 1 1 84 0,0053 + 0,0047
M 24000 23912 60 16 11 1 0 129 0,0054 + 0,0031

F - sexo feminino; M - sexo masculino; MN - micronicleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrao.

O GF é constituido por dadores cuja idade varia entre os 27 e os 65 anos. Tal como nos dois
grupos anteriores, o GF foi dividido em 4 subgrupos, cada um constituido por 5 dadores: 27 - 33, 35 -
41, 41 - 52 e 53 - 65 anos (Tabela 15).

Tabela 15 - Distribuicdo do numero de microndcleos nas faixas etarias do grupo de fumadores.

Distribuicao de MN em células mono

Grupo Etéario

(anos) N° Células 0 N 5 N° MN total Média + DP

27-33 10000 9965 26 8 1 O 0 45 0,0045 + 0,0035
35-41 10000 9957 29 7 5 1 1 67 0,0067 = 0,0049
41 - 52 10000 9956 29 6 8 1 0 69 0,0069 = 0,0038
53 -65 10000 9975 19 5 1 0 0 32 0,0032 + 0,0019

MN - micronucleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padréo.

A maior frequéncia de micronuicleos foi obtida pelos grupos etarios dos 35 - 41 e dos 41 - 52
anos e a menor frequéncia foi verificada no grupo etario do 53 - 65 anos, existindo uma diminui¢cdo de

0,37% na frequéncia de micronucleos entre o grupo etario 41 - 52 anos e 53 - 65 anos.
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3.4 Células binucleadas

No decorrer deste trabalho foram também contabilizadas o numero de células binucleadas de
cada individuo, até se prefazer o total de 2000 células mononucleadas, tendo sido visualizadas 553
células binucleadas no GC como se encontra descrito na Tabela 16. A média de células binucleadas
por dador foi de 27,65 + 12,60.

Tabela 16 - Nimero de células binucleadas no grupo de controlo.

N° células mono N° células BN Células BN (%)

D11 2000 61 2,96
D12 2000 37 1,82
D15 2000 16 0,79
D16 2000 21 1,04
D17 2000 18 0,89
D18 2000 49 2,39
D19 2000 36 1,77
D21 2000 22 1,09
D52 2000 26 1,28
D53 2000 26 1,28
D54 2000 19 0,94
D55 2000 12 0,60
D56 2000 45 2,20
D57 2000 25 1,23
D58 2000 32 1,57
D59 2000 32 1,57
D61 2000 22 1,09
D62 2000 17 0,84
D63 2000 17 0,84
D65 2000 20 0,99
Total 40000 553

D - dador; mono - células mononucleadas; BN - células binucleadas.

No GE, durante a andlise das 80000 células mononucleadas foram contabilizadas 512 e 572
células binucleadas nas amostras recolhidas antes e depois do exame de ortopantomografia,
respetivamente (Tabela 17). As células recolhidas depois do exame apresentaram maior nimero de
células binucleadas em comparacdo com as células recolhidas antes do exame. Contudo ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (p=0,275). A média de células binucleadas por

dador antes do exame foi de 25,60 + 11,79 e depois do exame a média foi de 28,60 + 12,36.
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Tabela 17 - Namero de células binucleadas antes e apés do exame de ortopantomografia no grupo exposto.

Colheita N° células mono N° Células BN  Células BN (%)
Antes 2000 45 2,25
D1
Depois 2000 42 2,06
Antes 2000 10 0,50
D2
Depois 2000 8 0,40
Antes 2000 14 0,70
D3
Depois 2000 40 1,96
Antes 2000 18 0,89
D4
Depois 2000 40 1,96
Antes 2000 35 1,72
D5
Depois 2000 48 2,34
6 Antes 2000 13 0,65
D
Depois 2000 22 1,09
Antes 2000 35 1,72
D7
Depois 2000 16 0,79
Antes 2000 22 1,09
D8
Depois 2000 30 1,48
Antes 2000 19 0,94
D9
Depois 2000 20 0,99
Antes 2000 32 1,57
D10
Depois 2000 33 1,62
Antes 2000 35 1,72
D24
Depois 2000 24 1,19
Antes 2000 23 1,14
D25
Depois 2000 24 1,19
Antes 2000 6 0,30
D26
Depois 2000 18 0,89
Antes 2000 32 1,57
D27
Depois 2000 43 2,15
Antes 2000 48 2,34
D29
Depois 2000 50 2,44
Antes 2000 12 0,60
D30
Depois 2000 26 1,28
Antes 2000 35 1,72
D31
Depois 2000 38 1,86
Antes 2000 31 1,53
D33
Depois 2000 18 0,89
Antes 2000 29 1,43
D34
Depois 2000 13 0,65
Antes 2000 18 0,89
D35
Depois 2000 19 0,94

D - dador; mono - células mononucleadas; BN - células binucleadas.
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Por fim, no GF foram contabilizadas 443 células binucleadas ao longo do registo das 40000
células mononucleadas. Este grupo foi aquele que apresentou o menor nimero de células binucleadas
(Tabela 18), ndo existindo contudo diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao GC
(p=0,155). A média de células binucleadas por dador foi de 22,15 + 8,21.

Tabela 18 - Namero de células binucleadas no grupo de fumadores.

N° células mono N° células BN  Células BN (%)

D14 2000 25 1,23
D20 2000 30 1,48
D23 2000 16 0,79
D32 2000 36 1,77
D36 2000 17 0,84
D37 2000 18 0,89
D38 2000 12 0,60
D39 2000 13 0,65
D41 2000 11 0,55
D43 2000 22 1,09
D44 2000 25 1,23
D45 2000 36 1,77
D46 2000 8 0,40
D47 2000 23 1,14
D48 2000 21 1,04
D49 2000 27 1,33
D50 2000 36 1,77
D51 2000 20 0,99
D60 2000 23 1,14
D64 2000 24 1,19
Total 40000 443

D - dador; mono - células mononucleadas; BN - células binucleadas.

Durante a contabiliazacdo das células binucleadas ndo foram observados micronicleos na

analise dos trés grupos estudados.
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CAPITULO 4

Discussao dos resultados

4.1 Ceélulas mononucleadas

4.1.1 Grupo controlo

O ensaio do micronlcleo na avaliacdo da instabilidade genética é uma ferramenta importante na
detecao do risco de tumores. Como tal, € importante conhecermos o nimero médio de micronucleos
na populacédo em geral. Segundo Ceppi et al. (2010) a frequéncia basal de microntdcleos em células da
mucosa jugal de individuos saudaveis, ndo expostos a agentes genotdxicos, € de 1,10 em 1000 células
diferenciadas. Este valor pode variar de populagdo para populacdo como é referenciado em alguns
estudos. O presente trabalho apresenta resultados ligeiramente superiores aos obtidos noutros estudos
relativamente ao nimero médio de micronucleos do grupo controlo (Tabela 19).

Tabela 19 - Valor médio de micronucleos, de diferentes grupos controlo de estudos em células da mucosa
jugal.

Nimero de w ) Numero de células da
- Média + Desvio Padrao _
Participantes mucosa jugal
Bastos Aires et al., 2013 15 1,33+0,90 1000
MR et al., 2014 45 0,50 + 0,80 2000
Presente trabalho 20 3,85+2,70 2000

Considerando a idade e o género, as varidveis demograficas mais importantes na frequéncia
de micronicleos de uma populacéo (Khlifi et al., 2013), o estudo de Bonassi et al. (2011) refere que a
relagdo entre o género masculino e feminino néo é relevante na frequéncia de microntcleos em células
da mucosa jugal. No entanto, o estudo de Khlifi et al. (2013) defende que existem diferencas entre
géneros (p=0,04), em gue o género feminino possui uma frequéncia de micronucleos superior (2,99 +
2,48) ao género masculino (1,65 + 1,33). Em contrapartida, o estudo de Bloching et al. (2008), refere
que o género masculino apresenta aproximadamente 1 microndcleo em 1000 células a mais do que o
género feminino. Os nossos resultados estdo de acordo com o estudo de Bloching et al. (2008), uma
vez que o género masculino apresenta uma frequéncia de micronucleos superior (0,0023 + 0,0016) ao
género feminino (0,0016 + 0,0010) (Tabela 8).

No GC em estudo foi observado um aumento do nimero de microndcleos com o aumento da
idade (entre os 6 e os 83 anos), contudo as diferencas observadas ndo s&o estatisticamente
significativas (Tabela 9). Segundo Thomas et al. (2008), num estudo realizado com um GC jovem (30
individuos) dos 18 aos 26 anos e um GC com idades avancadas (31 individuos) dos 64 aos 75 anos,
verificou-se que existiam diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos estudados,
apresentando o GC com idade mais avancada uma frequéncia de microndcleos em células da mucosa

jugal superior ao GC jovem.
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Por outro lado, um estudo envolvendo 57 individuos controlo refere que a frequéncia de
micronlcleos em células da mucosa jugal de individuos com idades inferiores ou iguais a 55 anos é
menor (2,26 + 1,97) do que nos individuos com idades superiores a 55 anos (2,43 + 2,24), embora as

diferencas observadas ndo sejam estatisticamente significativas (Khlifi et al., 2013).

4.1.2 Grupo exposto a radiacao ionizante

O valor da dose efetiva associado a cada exame de ortopantomografia (Tabela 1), esta
dependente do morfotipo de cada paciente. O painel de comando do ortopantomografo tem um seletor
de programas de aquisicdo em modo automatico para os diferentes exames, embora seja possivel de
realizar a selecdo em modo manual, sempre que se justifique. Em adultos, é selecionado o programa
standard, cujos fatores técnicos de exposi¢do variam entre 66 kV - 77 kV e 8,0 mA - 16 mA, para um
tempo de 17,6 segundos. Neste trabalho os valores de dose efetiva variaram entre 7,2 uSv - 35,4 uSv.
Estudos efetuados em células da mucosa jugal expostas a Rl em exames de ortopantomografia
também demonstram variacdes nos fatores técnicos de exposicdo a que os participantes foram
submetidos (Angelieri et al., 2010a; KB et al., 2014 e Ribeiro et al., 2008), existindo contudo fatores
técnicos de exposicao constantes nos estudos realizados por Ribeiro e Angelieri (2008) e Arora et al.
(2014) (Tabela 20).

Tabela 20 - Fatores técnicos associados aos exames de ortopantomografia em diferentes estudos.

Fatores técnicos de exames de
ortopantomografia

kv mA
(KB et al., 2014) 78 - 80 10 12
(Ribeiro e Angelieri, 2008) 71 15 14
(Ribeiro et al., 2008) 60 - 80 10 14
(Arora et al., 2014) 74 10 12
(Angelieri et al., 2010a) 250-71 15 14
Presente trabalho 66 - 77 8,0-16 17,6

No GE existem individuos fumadores e ndo fumadores, tendo sido realizada uma analise global,
agrupando-se estes dois grupos num s0, dado que nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas antes nem apos o exame de ortopantomografia, entre os dois subgrupos. No presente
estudo as células da mucosa jugal foram recolhidas antes do exame de ortopantomografia e
aproximadamente 10 dias depois, com o intuito de verificar se existiam diferen¢cas na frequéncia de
microndcleos antes e depois da realizacdo do exame. Sendo considerado em média 10 dias o tempo
necessario para que as células da camada basal expostas aos raios-X migrem para a superficie
(Angelieri et al., 2007; Cerqueira et al., 2008; Popova et al., 2007). A existéncia de micronlcleos antes
da realizagdo do exame de ortopantomografia podera estar relacionada com a exposi¢cdo a agentes
genotoxicos provenientes dos habitos de cada individuo (tabagicos, alimentares, entre outros). Apds a

realizacdo do exame, a frequéncia de micronlcleos provenientes da exposicdo a Rl é dada pela
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diferenca entre o nimero de micronucleos observados na segunda recolha de células da mucosa jugal
e a primeira recolha, excluindo deste modo os micronucleos intrinsecos do individuo (Lorenzoni et al.,
2012). Para este estudo efetuou-se uma selecdo de individuos, excluindo aqueles que estiveram
expostos a Rl num intervalo igual ou inferior a 6 meses, assim como os individuos que apresentavam
patologias passiveis de influenciar a frequéncia de micronicleos.

Os resultados obtidos no GE revelaram um aumento da frequéncia de micronucleos depois do
exame, sendo este aumento estatisticamente significativo face a frequéncia de microndcleos obtida
antes do exame (p=0,028). Arora et al. (2014), num estudo efetuado numa populacéo de 53 individuos
(21 homens e 32 mulheres), submetidos a ortopantomografia, obteve resultados com uma tendéncia
idéntica. A frequéncia de micronudcleos nas células da mucosa jugal antes do exame foi de 0,1000 +
0,0899, depois do exame existiu um aumento na frequéncia de micronicleos para 0,1264 + 0,0812,
sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p=0,004). Contudo, a maioria dos estudos
realizados em células da mucosa jugal expostas a RI proveniente de exames de ortopantomografia,
demonstram ndo existirem diferenc¢as estatisticamente significativas na frequéncia de micronicleos nas
células recolhidas antes e depois do exame (Angelieri et al., 2007; Angelieri et al., 2010a; Angelieri et
al., 2010b; Cerqueira et al., 2004, Lorenzoni et al., 2012; Ribeiro, 2012; Ribeiro et al., 2008; Ribeiro e
Angelieri, 2008).

Relativamente a analise entre géneros, observou-se sempre uma frequéncia de microndcleos
superior para o género feminino comparativamente ao género masculino (Tabela 11), verificando-se
um aumento na frequéncia de micronicleos em ambos os géneros depois do exame, ndo tendo existido
diferencas estatisticamente significativas. Noutros estudos como o de Madhavan et al. (2012), que
compara a frequéncia de microndcleos antes e depois do exame de ortopantomografia em 35 individuos
saudaveis ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas entre géneros quer antes do
exame (p=0,640), quer depois do exame (p=0,710).

Relativamente a andlise das faixas etéarias do GE, antes do exame néo foi verificado um
aumento da frequéncia de microndcleos com o aumento da idade (Tabela 12), como seria de esperar
segundo Kashyap e Reddy. (2012) e Minicucci et al. (2005). Depois do exame, 0s grupos etarios nao
demonstraram uma subida da frequéncia de micronicleos com o aumento da idade, ndo tendo sido
verificados valores estatisticamente significativos. Contudo, o estudo de Popova et al. (2007)
envolvendo um grupo etério constituido por individuos com idades entre 24 - 73 anos, refere existirem
diferencas estatisticamente significativas na frequéncia de micronlcleos das células da mucosa jugal,
antes da exposi¢cdo a RI. Com o aumento da idade verificou-se um aumento da frequéncia de
micron(cleos. Os individuos do grupo exposto a radiagdo ionizante que participaram neste estudo nao
tinham habitos tabagicos.

Os resultados deste trabalho apresentam um aumento do nimero de microndcleos em resposta
a exposicdo a Rl do exame de ortopantomografia, nas células da mucosa jugal. Observou-se que os
resultados obtidos apontam para a existéncia de alteracfes citogenéticas, sugerindo a necessidade da
continuacéo deste estudo numa populacdo maior para a obtencéo de resultados mais fiaveis do ponto
de vista estatistico.
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4.1.3 Grupo de fumadores

O tabaco e o fumo do tabaco séo constituidos por matrizes complexas, formadas por varios
compostos. Segundo a IARC (2004) os cigarros sao constituidos por tabaco flue-cured e light air-cured
gue pertencem as classes 1 e 3A, respetivamente. Entre os compostos constituintes do tabaco existem
agentes cancerigenos provenientes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, nitrosaminas
especificas, entre outros, aumentando o risco do aparecimento de tumores (Xue et al., 2014). Estando
estes compostos quimicos em contacto com as células da mucosa jugal, torna-se pertinente a avaliagao
do seu impacto nestas células.

Varios estudos foram realizados com o intuito de avaliar se o consumo de tabaco tem influéncia
no aumento da frequéncia de micronudcleos. Foram analisados varios parametros relativos ao seu
consumo, nomeadamente se o nimero de cigarros fumados por dia, o tipo de tabaco e o nimero de
anos de consumo seriam relevantes no aparecimento de lesdes genéticas (Bonassi et al., 2011; Naderi
et al., 2012; Sellappa et al., 2009).

No presente trabalho foi estudada a influéncia do tabaco por comparacdo do GF com o GC.
Observou-se que a frequéncia de micronicleos nas células da mucosa jugal do GF foi superior a
frequéncia no GC, sendo esta diferenc¢a estatisticamente significativa (p=0,001), estes resultados estao
de acordo com varios estudos realizados (Bansal et al., 2012; Bonassi et al., 2011; Gabriel et al., 2006;
Naderi et al., 2012). Segundo Bansal et al. (2012), a frequéncia de micronicleos num grupo de 25
individuos fumadores é superior (11,96 + 4,23) a de um grupo de 25 individuos ndo fumadores (4,17 +
2,99), sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p=0,003). Contudo, o estudo Angelieri et al.
(2010b) revelou néo existirem diferengas estatisticamente significativas na frequéncia de micronucleos
entre um grupo de 15 individuos fumadores e um grupo de 17 ndo fumadores. Por outro lado, o estudo
realizado por Bonassi et al. (2011) que investigou o padrdo de lesdes genéticas associadas ao nimero
de cigarros fumados por dia, demonstrou que os individuos que nao tinham habitos tabagicos tinham
uma frequéncia de micronucleos inferior ao dos individuos que tinham habitos tabagicos e que
consumiam mais de 40 cigarros por dia.

No presente estudo, o género masculino do GF apresenta uma frequéncia de micronucleos
idéntica ao género feminino (Tabela 14). O grupo etario dos 53 - 65 anos apresentou uma frequéncia
de micronucleos mais baixa comparativamente aos restantes grupos etarios (Tabela 15). Nos restantes
grupos etarios com o aumento da idade foi verificado um aumento do ndmero de microndcleos, ndo
existindo contudo diferencas estatisticamente significativas.

Através dos resultados obtidos € possivel inferir que o fumo do tabaco esta relacionado com o
aumento da frequéncia de micronudcleos na mucosa jugal, suportando a hipétese de existir um aumento

do risco de desenvolvimento de tumores da cavidade oral (Bansal et al., 2012).
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4.2 Células binucleadas

Ao longo do estudo, os resultados obtidos no GE revelaram um aumento do nimero de células
binucleadas da mucosa jugal apés o exame de ortopantomografia (Tabela 17), ndo tendo sido
observadas diferencas estatisticamente significativas (p=0,275).

Quando se comparou 0 numero de células binucleadas registadas no GC e no GF verificou-se
que o numero de células binucleadas é superior no GC (Tabelas 16 e 18), embora esta diferenca nao
seja estatisticamente significativa (p=0,155). Resultados semelhantes foram obtidos por Khilifi et al.
(2013) quando comparou um grupo de 13 fumadores com um grupo de 44 ndo fumadores. O grupo de
fumadores apresentou uma frequéncia de células binucleadas da mucosa jugal menor (2,83 + 1,73)
que o grupo de ndo fumadores (3,95 + 1,90), sendo esta diferenca estatisticamente significativa
(p=0,046). Também no estudo de Raj e Mahajan (2011) observou-se que com o aumento da dose de
radiacdo ionizante existiu um aumento do numero de células binucleadas, indo ao encontro dos
resultados obtidos no nosso GE.

Perante os resultados apresentados, a realizacdo de mais estudos em células da mucosa jugal,
envolvendo um grande nimero de amostras, podera ajudar na compreensdo do aparecimento deste

tipo de células face a exposi¢céo a agentes genotdxicos, como a Rl ou o fumo do tabaco.
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CAPITULO 5

Conclusdes e Trabalhos Futuros

O impacto causado pela exposicdo a Rl em atos médicos, quer de diagndstico quer de
intervencao terapéutica, tem-se revelado de grande importancia, mas também de grande preocupacao
pela necessidade crescente de compreender melhor as possiveis lesGes causadas a nivel celular. A
seguranca do paciente deve ser considerada como um elemento importante na prestacéo e na melhoria
da qualidade dos cuidados de saude. O desenvolvimento de novos equipamentos que assegurem
baixos niveis de emisséo de Rl e que permitam, ainda assim, adquirir imagens com boa qualidade de
diagndstico, deve ser tido como um objetivo prioritario, promovendo, deste modo, menores indices de
exposicdo quer dos pacientes quer dos profissionais.

Neste estudo foi possivel concluir que quer a exposi¢cao ao fumo do tabaco quer a exposicdo a
RI proveniente de exames de ortopantomografia, induzem o aparecimento de micronudcleos nas células
da mucosa jugal. Relativamente as células binucleadas verificou-se que existe uma variagcdo na
frequéncia destas células, consoante o tipo de agente genotdxico a que as células da mucosa jugal sdo
expostas.

As ortopantomografias expdem o paciente a valores de dose de radiacdo relativamente baixos
em comparacdo com outros procedimentos de diagnéstico médico. Os resultados no GE néo sao
totalmente concordantes com os resultados provenientes de outros estudos (que apresentaram
diferencas ndo significativas) tendo apresentado diferengas estatisticamente significativas. Estudos
epidemiolégicos envolvendo um grande nimero de amostras podem revelar mais acerca da influéncia
da exposicao a baixas doses de Rl dos exames de ortopantomografia em células da mucosa jugal.

Por outro lado, o estudo dos diferentes estadios de apoptose nas células da mucosa jugal ap6s
a exposicdo a RI nos exames de ortopantomografia, seria uma abordagem interessante no
conhecimento dos mecanismos celulares envolvidos na resposta das células da mucosa jugal a RI. A
mesma abordagem poderia igualmente ser utilizada para estudar os efeitos téxicos induzidos pelo

tabaco sob as células da mucosa jugal.
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Nimero de cédigo do participante:

TECNICO CENTRO
i R ®

Grupo de Proteccio e Seguranca Radiolégica
QUESTIONARIO
Complete ou assinale com um X as respostas que correspondem a sua situacao:

1. DADOS PESSOAIS

1.1. Data de Nascimento:

1.2. Sexo: Masculino: []  Feminino: []

1.3. Naturalidade:

1.4. Profissao:

1.5. Local de trabalho:

2. HISTORIA CLINICA
2.1. Tem alguma doenca que necessite de fazer medicagdo especifica?

. Se sim, por favor, especifique quais os medicamentos que

toma:

2.2. Tomou alguns medicamentos nas ultimas semanas? Sim |:| Nao |:|

2.2.1. Se sim, indique quais:

2.3. Fez alguma operag¢ao nos ultimos 12 meses? Sim [] Nao []

Especifique:

2.4. Tem, alergia ao algodao?

2.5. Fez algum exame complementar de diagndstico nos ultimos 6 meses? (RX,

RX aos dentes, TAC, cintigrafias, mamografias, etc...)

Sim E] Nao |:|

Especifique:
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Numero de cédigo do participante:

3. HABITOS TABAGICOS
3.1.  E actualmente fumador?
3.2.  Alguma vez fumou?
3.3.  Se é ex-fumador:

3.3.1. Qual o tipo de tabaco que fumava?

Sim [_]
Sim |:|

Nao I:l
Nao |:|

3.3.2. Com que idade comecou a fumar?

3.3.3. Com que idade deixou de fumar?

3.3.4. Fumava cigarros com filtro?
3.4. Seé fumador:
3.4.1. Com que idade comecou a fumar?
3.4.2. Fuma cigarros?
3.4.2.1 Se sim, quantos cigarros por dia?
3.4.2.2 Fuma cigarros com filtro?

3.4.3. Fuma cachimbo?

3.4.3.1 Se sim, quantos cachimbos por dia?

4. HABITOS ALIMENTARES
4.1. E vegetariano? Sim []
4.2.  Come carne? Sim [_]
4.3. Consumo de bebidas alcodlicas:

4.3.1. Que quantidade consome em média por dia?

Sim [_]

Sim [_]

Sim D
Sim |:|

Nio []
Nao [:|

Nio []

Nao |:]

Nao |:|
Nio []

(1 unidade = 1 caneca de cerveja; 1 copo de vinho ou 1 baldo de aguardente)

Nio bebo [_] <2 []

Que tipo de bebida alcodlica bebe habitualmente?

3a5 []

Pag2de3



3.

Niimero de c6digo do participante:

ACTIVIDADE PROFISSIONAL E EXTRA-PROFISSIONAL

5.1. Estd actualmente empregado? Sim [ ] Nio []

5.2.  Qual a sua actividade profissional, hd quanto tempo a exerce e, muito
resumidamente, em que consiste?

5.3. Esteve exposto em algum dos seus empregos a alguma das substancias abaixo
indicadas?

Amianto - D
Nio [ ]
Carvao, hulha ou derivados S]~m :I
Nao
; ; ; - Sim [ ]
Particulas finas (metal, madeira, couro, silica) Niio |:|
Pesticidas/herbicidas Sl~m —
Nao [ |
Petrdleo e derivados S1~m —
Nao
Sim ||
Corantes Niio :
. ; Sim [ ]
Tintas, diluentes e solventes Nio |:|
e Sim [ ]
Radiacoes (RX, etc..) Nio [

Outras /Especifique:

5.4. Fora do seu trabalho esteve em contacto com alguma das substancias
anteriormente indicadas? (por exemplo: tintas, vernizes, diluentes, etc...)
Sim Nao |:|

5.4.1. Se sim, especifique:
5.4.2. Nos ultimos 12 meses:

OBRIGADA!
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TECNICO CENTRO
LISBOA ® i

CENTRAL EPE

Grupo de Proteccao e Seguranca Radiolégica
Niimero de cdigo do participante:

INFORMACAO SOBRE O ESTUDO:

Este estudo de natureza académica é realizado por um estudante de mestrado do IST,
Daniel Esteves, do Mestrado em Tecnologias Biomédicas do Instituto Superior Técnico,
no ambito da tese de mestrado intitulada “Avaliagdo da lesao genética induzida por
exposi¢do a radiagdo ionizante utilizando o ensaio do microniicleo em células da
mucosa jugal”.

A radiacdo ionizante desempenha um papel fundamental na realizacdao de exames de
diagnostico. Em estomatologia, os exames de ortodontia (ortopantomografia e
telerradiografia) desempenham actualmente um papel muito importante, dado serem
exames de utilizacdo didria na avaliacao da patologia estomatologica.

Contudo, devido a forte relacdo entre a exposi¢do a radiacdo e lesdo genética, sdo
necessarios mais estudos sobre os possiveis efeitos induzidos pelos exames de raios-X
nos pacientes.

Este trabalho tem como objectivo avaliar a lesdo induzida em células da mucosa jugal,
resultante da exposi¢do a raios-X em exames de estomatologia. Para atingir este
objectivo iremos proceder a recolha, através de um cotonete (exame ndo evasivo e
indolor) das células da mucosa jugal, imediatamente antes da realizacdo do exame e 10
dias ap6s 0 mesmo.

A sua autorizacdo de colaboracdo no estudo irda contribuir para a investigacdo clinica

realizada nesta area.

Toda a informagdo contida neste questiondrio € estritamente confidencial e serd
utilizada apenas para tratamento estatistico e inferéncia cientifica, considerando-se os
participantes no trabalho como um grupo. A cada participante € atribuido um nimero
de codigo sendo a primeira pagina do questiondrio a unica em que 0 nome € 0 nimero
de codigo aparecem relacionados. Esta pagina € guardada separadamente das restantes.
Em todas as paginas subsequentes o participante € identificado apenas pelo numero de
codigo que serd utilizado no tratamento estatistico para se manter a total anonimizagao

do estudo.

Pag 1l de2



TECNICO CENTRO
LISBOA ® i

Desde ja muito obrigada pela sua colaboragdo e disponibilidade, e pelo tempo que nos

dispensou.

Nome completo:

Numero do Cartdo de Identificacdo:

Fui informado acerca do objectivo deste estudo e participo de livre vontade.

Assinatura:

Data:

O Investigador:

Daniel Esteves

Os Investigadores Responsaveis:

Pedro Vaz Octavia Monteiro Gil
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Procedimento de Analise

Preparacdo de Material Biolégico para Analise de Micronucleos em Células

Esfoliadas

1. Objectivo: Obtencao de células da mucosa jugal para analise da lesdo genética através do

ensaio do micronucleo.

2. Campo de Aplicacao: Investigacdo de efeitos genotéxicos produzidos pela radiacéo ionizante

em células da mucosa jugal.

3. Solucgdes e Reagentes:

3.1

3.2.
3.3.

3.4,

Mistura Fixadora: metanol absoluto/ acido acético glacial

extemporanea, deve ser mantido a -20°C depois de feita). (40 mL)

Solucéo de PBS (10 mL);

(3:1) (viv) (solugéo

Giemsa - Giemsa 10% (v/v) 10 mL Giemsa, previamente filtrado, mais 90 mL tampé&o

fosfato 0.01 M, pH 6,8.

Entellan.

4. Equipamentos Utilizados:

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.
4.6.
4.7,
4.8.
4.9,

4.10.
4.11.
4.12.
4.13.
4.14,
4.15.
4.16.
4.17.
4.18.
4.19.
4.20.

Bata,

Luvas descartaveis;

Espatulas de café (estéril);

Tubos de plastico;

Pipetas de Pasteur de pléastico;

Hotte;

Frasco com capacidade para 40 mL (Mistura fixadora);
Pipeta de vidro com capacidade para 10 mL (Acido acético);
Pipeta de vidro com capacidade para 30 mL (Metanol);
Laminas;

Pipeta de vidro com capacidade para 5 mL (PBS);
Pompette;

Centrifuga;

Frasco para residuos biolégicos (colocar lixivia a 10%);
Pipetas de Pasteur de vidro;

Frasco para residuos da mistura fixadora;

Frasco com capacidade para 100 mL;

Tiras de pH;

Caixa de laminas;

Pinca;



4.21.

Lamelas;

Procedimento:

5.1.

5.2

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.
5.7.
5.8.

5.9.

5.10.

5.11.
5.12.

5.13.
5.14.

5.15.
5.16.
5.17.

Antes da recolha das células o dador deve enxaguar a boca com agua.

As células sdo removidas com uma espatula de plastico esterilizada, fazendo movimento
de baixo para cima de modo a retirar o maior nimero de células da mucosa jugal do dador.
(Bochecha Direita ou Esquerda).

A colheita é depositada num tubo de plastico, previamente etiquetado e identificado,
contendo 5 mL de solucao PBS.

Centrifugar o tubo de plastico durante 5 min a 104xg a temperatura ambiente.

Remover, cuidadosamente, o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de
plastico, para um frasco de residuos biolégicos, deixando ficar apenas o sedimento celular
no tubo de plastico.

Adicionar 5 mL de solucéo PBS.

Repetir o procedimento 5.4. e 5.5.

Adiciona-se em cada tubo cerca de 4 mL de mistura fixadora fria (3.1.) com ajuda de uma
pipeta de Pasteur de plastico (fazer movimentos giratérios em cada tubo, durante a queda
das primeiras gotas de mistura fixadora).

Centrifugar o tubo de plastico durante 5 min a 104xg a temperatura ambiente.

Remover, cuidadosamente, o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de
plastico, para um frasco de residuos de mistura fixadora, deixando ficar apenas o
sedimento celular no tubo de plastico.

Repeticdo do procedimento 5.8., 5.9. e 5.10.

Com a utilizagdo de uma pipeta de Pasteur de vidro, faz-se a recolha de algumas células,
e deixam-se cair sobre a lamina com uma inclinagéo de 45°, deixando secar a temperatura
ambiente para o outro dia.

ApOs secagem das laminas procede-se a coloragcao com Giemsa a 10%.

Fazer imergir todas as laminas numa solucdo de Giemsa, previamente filtrado, a 10% em
tampéao fosfato 0.01 M (pH 6,8), durante 10 minutos (3.3.) (ndo depositar a solu¢do Giemsa
diretamente sobre as [aminas).

Passar as laminas por agua corrente.

Deixar as laminas secar a temperatura ambiente para o dia seguinte.

Colocar sobre as laminas 3 gotas de meio de montagem Entellan em cima de uma lamela
e colocar por cima da lamina (colocar a lamela devagar, com uma inclina¢do diminuindo o

angulo aos poucos).
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Reagentes

Metanol CARLO ERBA
Acido acético glacial CARLO ERBA
Giemsa Merck

Tampéo fosfato 0,01M, pH 6,8
(pastilhas)

VWR, BDH Prolabo

Entellan Merck

Solucdes

- . ] Para 1 L: 750 ml Metanol, 250 ml Acido acético
Metanol: Acido acético glacial (3:1) )
glacial. Solucéo extemporanea.

Parall, pH7,4:8gNacl, Na,HPO, - 12 H,0,
PBS 0,669 NaH,PO, - H,0, 1L H,O destilada estéril.

Temperatura ambiente.

10 mL Giemsa, previamente filtrado 100 mL
Giemsa 10% (v/v) tampéo fosfato 0,01 M, pH 6,8. Solucéo

extemporanea.



