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Resumo 

 

O ortopantomógrafo é utilizado essencialmente na deteção e avaliação de patologias estomatológicas, 

sendo a ortopantomografia um exame radiológico frequente. Este tipo de exames envolve uma 

exposição do paciente a baixas doses de radiação ionizante. A avaliação da formação de micronúcleos 

em células esfoliadas da mucosa jugal é um procedimento não-invasivo que pode dar uma ideia das 

lesões genéticas induzidas pela radiação ionizante. Os micronúcleos são biomarcadores de lesão 

genotóxica e de instabilidade cromossómica. De modo atingir esse objetivo, implementámos e 

validámos a técnica para avaliar a formação dos micronúcleos nas células esfoliadas da mucosa jugal 

em laboratório. 

No estudo realizado avaliou-se a frequência de micronúcleos em células da mucosa jugal de 60 

indivíduos. Destes, 20 indivíduos serviram como grupo de controlo, 20 foram submetidos a uma 

ortopantomografia no Centro Hospitalar de Lisboa Central, EPE - Hospital de São José, em Lisboa, e 

por fim, 20 indivíduos tinham hábitos tabágicos como rotina diária. 

No grupo exposto a radiação ionizante proveniente do exame de ortopantomografia foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas na frequência de micronúcleos (p=0,028) quando se 

comparam as amostras obtidas antes (0,004 ± 0,003) e 10 dias após (0,005 ± 0,002) a realização do 

exame, indicando que o exame induz lesão cromossómica. No grupo de fumadores foi verificado um 

aumento da frequência de micronúcleos (0,005 ± 0,004) em comparação com o grupo de controlo 

(0,002 ± 0,001), apresentando uma diferença estatisticamente significativa (p=0,001). 

O ensaio do micronúcleo em células da mucosa jugal foi implementado no nosso laboratório com 

sucesso, permitindo a avaliação da lesão induzida pela exposição a radiação ionizante nos exames de 

ortopantomografia. 

 
 

 

 

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

micronúcleo, Doses baixas. 
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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 São 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: Ionizing radiation, Orthopantomography, Buccal mucosa cells, Micronuclei assay, Low 

doses. 
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CAPÍTULO 1 

Introdução 
 

A radiação ionizante (RI) está presente no nosso quotidiano como uma ferramenta fundamental 

na realização de exames de diagnóstico e em terapia. Atualmente, a utilização da RI é cada vez mais 

frequente em diversas atividades, aumentando assim a exposição da população em geral. A sua 

utilização em diversas aplicações médicas, oferece uma inestimável resposta no desenvolvimento de 

métodos de diagnóstico cada vez mais precisos, perante a grande diversidade de patologias existentes. 

As radiografias realizadas na cavidade oral são consideradas um instrumento valioso de auxílio aos 

profissionais de saúde, para a realização do diagnóstico. Considerando este tipo de exames como o 

primeiro patamar de recurso no diagnóstico estomatológico e maxilofacial, a análise deste tipo de 

exames irá determinar o melhor caminho a seguir durante a fase de tratamento do paciente. 

 A descoberta da RI e dos materiais radioativos levou a um avanço no diagnóstico médico e no 

tratamento de várias patologias. Assim, torna-se necessário analisar os benefícios e os riscos dos 

procedimentos radiológicos, tendo em conta o ganho que daí pode advir para os pacientes (IAEA, 

2004). 

 

 

1.1 Radiação ionizante 
 

As radiações podem ser classificadas de acordo com os efeitos produzidos na matéria. Por 

definição, a RI possui a capacidade de remover eletrões de uma molécula (Jin et al., 2010) ou de um 

átomo, libertando partículas eletricamente carregadas (Figura 1), que têm a capacidade de induzir 

efeitos biológicos (IAEA, 2010). A grande maioria das lesões provenientes da RI em sistemas 

biológicos, são causadas pela passagem dos eletrões através das moléculas dos tecidos biológicos, 

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

de que os raios-X podem induzir alterações genéticas e causar lesões no ácido desoxirribonucleico 

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

 

 

Figura 1 - Efeito da radiação ionizante (Adaptado de URL 1, 2016). 
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1.1.1  Tipos de radiação ionizante 

 

Existem vários tipos de RI, partículas alfa, partículas beta, raios gama, raios-X (URL 2, 2003) e 

os neutrões (Antunes, 2012) (Figura 2), com diferentes capacidades de penetração. 

As partículas alfa são partículas emitidas durante a desintegração nuclear de determinados 

radionuclídeos, constituídas por dois neutrões e dois protões, sendo idênticas ao núcleo de um átomo 

de hélio. Este tipo de partículas perde rapidamente a sua energia sendo facilmente absorvidas por uma 

folha de papel (IAEA, 2010). 

Partículas beta, são partículas que podem ter carga positiva ou negativa, emitida na 

desintegração nuclear de alguns radionuclídeos (IAEA, 2011). Possuem maior penetração que as 

partículas alfa, mas o seu alcance em tecidos biológicos é bastante limitado. Podem ser absorvidas 

pelo plástico, vidro ou metal. No tecido biológico, normalmente, não penetram para além da camada 

superior da pele podendo contudo causar queimaduras na mesma (IAEA, 2004, 2010). 

A radiação gama, são fotões de elevada energia (IAEA, 2004) e não possuem massa nem 

carga. Esta radiação é emitida por núcleos instáveis, havendo libertação de radiação beta (URL 2, 

2003). Os raios gama são mais penetrantes do que as partículas carregadas (IAEA, 2011), conseguem 

atravessar materiais muito densos como o chumbo, apresentando um elevado risco de exposição para 

o corpo humano (URL 2, 2003). 

Os raios-X, são considerados fotões de alta energia assim como a radiação gama. São 

produzidos artificialmente por um feixe de eletrões, têm capacidade de penetrar em materiais densos 

e em tecidos biológicos (IAEA, 2004). 

Por fim, os neutrões são considerados partículas sem carga elétrica, com massa semelhante à 

do protão (IAEA, 2004). Estas partículas são mais penetrantes que as partículas carregadas, e são 

considerados como RI indireta, pois não podem participar nas interações eletrostáticas devido à 

ausência de carga (IAEA, 2010), havendo a emissão de partículas beta e radiação gama quando 

interagem com a matéria (Antunes, 2012). 

 

 

Figura 2 - Capacidade de penetração de diferentes tipos de radiação ionizante (URL 3, 2014). 
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1.2 Ortopantomografia 

 

A ortopantomografia é um exame complementar de diagnóstico realizado no ortopantomógrafo 

(Figura 3), um equipamento específico em radiologia convencional, caracterizado por uma técnica de 

imagem capaz de reproduzir uma estrutura anatómica curva, numa imagem plana e bidimensional. 

Também conhecida como imagem panorâmica, a ortopantomografia é um dos exames 

complementares de diagnóstico mais realizados (Toossi et al., 2012). Segundo Rushton e Horner 

(1996), a imagem dentária representa uma grande inovação no campo da radiologia odontológica, 

atuando na patologia traumática e na lesão aguda ou crónica da cavidade oral. A ortopantomografia 

(Figura 4), segundo White e Pharoah (2014), permite uma avaliação da estrutura dentária, maxilares, 

sistema mastigatório, das articulações temporo mandibulares e dos seios maxilares. Estando envolvida 

em várias especialidades médico-cirúrgicas, tais como a estomatologia, maxilofacial e ortodontia. 

 

 

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

 

 
As principais vantagens deste exame são:  

 Visualização plana e ampla das estruturas ósseas, dentárias e da cavidade oral;  

 Aplicável mesmo em doentes com limitações de funcionalidade da cavidade oral; 

 Utilização de doses baixas de RI; 

 Pouco tempo de exposição; 

 Planeamento de tratamento e controlo. 
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Figura 4 - Ilustração de uma ortopantomografia (White e Pharoah, 2014). 

 

Por outro lado este tipo de exame também apresenta algumas desvantagens: 

 Não é útil para detetar pequenas lesões de cáries ou doenças periapicais; 

 Superfícies próximas dos pré-molares podem ficar sobrepostas; 

 A imagem não exibe um detalhe anatómico preciso; 

 Presença de estruturas sobrepostas podem esconder algumas lesões, no caso da coluna 

cervical (White e Pharoah, 2014). 

 

 

1.2.1  Ortopantomógrafo  

 

A imagem do exame de ortopantomografia é obtida através do movimento recíproco da ampola 

de raios-X e do recetor de imagem, em torno de um ponto ou plano central, numa trajetória circular 

(Figura 5) (White e Pharoah, 2014). 

 

 

 

 

 

 a) b) c) 

Figura 5 - Ilustração do funcionamento de um ortopantomógrafo. a) Início do ciclo do exame;                

b) Ciclo do exame incompleto; c) Ciclo do exame completo (Adaptado de Whaites e Drage, 2013). 
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Durante o movimento da ampola de raios-X, existe a emissão de um feixe estreito de radiação 

ao longo de um plano vertical. O eixo de rotação está localizado no interior da cavidade oral do paciente. 

Uma série de imagens são captadas pelo recetor que se movimenta de forma coordenada com a 

ampola de raios-X. As diversas projeções geradas dão origem à imagem plana da superfície curva da 

cavidade oral (Figura 6) (Oliveira, 2004). 

 

 

Figura 6 - Movimento da ampola e do recetor em torno do paciente e criação da imagem panorâmica 

(Oliveira, 2004). 

 

 

1.2.1.1 Características do ortopantomógrafo 

 
O ortopantomógrafo baseia-se no princípio da tomografia linear (deslocação 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 horário proporcionando um 

aumento da nitidez na imagem, segundo o plano selecionado, com a eliminação das estruturas que 

estão em planos abaixo ou acima do plano de estudo. A grande amplitude do movimento à volta do 

paciente permite um ângulo suficientemente abrangente que aborda a espessura da estrutura 

anatómica que está a ser avaliada. Desta forma a desfocagem dos planos adjacentes ao plano de 

interesse aumenta e a nitidez da imagem panorâmica também. O desenvolvimento da radiografia 

panorâmica baseia-se ainda na técnica de slot que consiste na regulação simultânea, do diafragma 

primário e secundário que delimita o feixe de raios-X à saída da ampola, diminuindo assim a radiação 

difusa, a exposição do paciente e aumenta o contraste da imagem. 

A especificidade dos equipamentos para estudos ortopantomográficos permite uma qualidade 

de imagem com elevada importância para a exatidão do diagnóstico, ao mesmo tempo que proporciona 

uma baixa dose de exposição no paciente (Pasler e Visser, 2001). 
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1.2.2  Doses de radiação ionizante utilizadas nos exames de 

ortopantomografia 

 

Os valores de dose de RI em radiografias dentárias são considerados baixos, na gama de 1,9 

- 36 μSv. Segundo o relatório UNSCEAR (2012), são consideradas doses baixas de RI as que possuem 

valor igual ou inferior a 100 mSv, como os aplicados nos exames de ortopantomografia. 

Neste tipo de exames a dose estimada para cada paciente depende da estrutura facial do 

indivíduo. Os equipamentos de ortopantomografia possuem tabelas específicas 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 Ortopantomógrafo - Orthopantomograph ® OP 200 (Adaptado de User Manual & Technical 
Specifications, 2006). 

kV mA μSv kV mA μSv 

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 77 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 biológicos da radiação ionizante  

 

A exposição do Homem à RI pode provocar efeitos deletérios na saúde. Esses efeitos podem 

ser agrupados em duas categorias: os efeitos estocásticos e os determinísticos. Os efeitos estocásticos 

podem conduzir ao aparecimento de doenças hereditárias provocadas por lesões genéticas associadas 

a exposições crónicas a baixas doses de radiação, considerados como efeitos tardios da RI. Estes 

efeitos podem provocar mutações genéticas causando replicação de células mutadas, leucemia, tumor 

da tiroide, tumor da glândula salivar e outros tipos de cancro. Por outro lado, os efeitos determinísticos 

podem conduzir à morte ou à perda de funções de um órgão ou tecido biológico. Estes efeitos incluem 

lesões letais no ADN ou a diminuição da função de um tecido ou órgão, como por exemplo, o 

aparecimento de cataratas e a diminuição do desenvolvimento fetal (Antunes, 2012; White e Pharoah, 

2014). 
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1.2.4  Proteção radiológica 

 

Os profissionais de saúde que realizam exames de ortopantomografia têm em atenção a 

qualidade da imagem do exame obtido, com o objetivo de facilitar o diagnóstico. Contudo, são sempre 

ponderados e equacionados os valores de dose utilizados, de modo a reduzir ao mínimo os níveis de 

exposição do paciente e do profissional que realiza o procedimento. A International Commission on 

Radiological Protection (ICRP 103, 2007) distingue três categorias de exposição:  

 Exposição ocupacional - Trabalhadores expostos a RI no seu local de trabalho; 

 Exposição de pacientes - Exposição a RI para fins de diagnóstico, intervenção ou 

procedimentos terapêuticos; 

 Exposição do público - Abrange todas as exposições a RI que não pertençam à exposição 

ocupacional e de pacientes. 

Todos os benefícios e riscos da exposição de um paciente devem ser avaliados, tendo em atenção 

os efeitos cumulativos da exposição à RI. Neste contexto a proteção radiológica possui como objetivo 

principal a proteção do Homem face às radiações ionizantes, baseando-se em três princípios 

fundamentais: o princípio da justificação, princípio da otimização e o princípio da limitação de dose 

(ICRP 103, 2007): 

 Princípio da justificação - nenhuma prática que envolva exposição a RI deve ser adotada se 

dessa prática não resultar um claro benefício para o Homem ou sociedade envolvente. 

 Princípio da otimização - todas as exposições a RI e o número de indivíduos expostos devem 

ser mantidos a um nível tão baixo quanto possível (A.L.A.R.A – As Low As Reasonably 

Achievable), tendo em conta os diversos fatores de natureza económica e social. 

 Princípio da limitação de dose - a exposição de indivíduos deve estar sujeita a limites de dose 

de modo a assegurar que nenhum indivíduo seja exposto a níveis de RI considerados 

inaceitáveis. 

Todos profissionais de saúde que trabalham com equipamentos de RI devem considerar todas as 

medidas de segurança e proteção radiológica, desde a distância à fonte de RI, tempo de exposição e 

a utilização barreiras como blindagem. 

 

 

1.2.5  Limites de dose 

 

Com o objetivo de prevenir o aparecimento de efeitos determinísticos e limitar a ocorrência de 

efeitos estocásticos a um nível aceitável, a ICRP 103 (2007) delineou diretrizes para os valores de dose 

de RI recebidos através da exposição ocupacional e de membros do público (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Limite de doses para exposição ocupacional e membros do público (Adaptado de ICRP 103, 
2007). 

Tipo de Limite Ocupacional Público 

Dose Efetiva 
 

20 mSv/ano 
 

 
1 mSv/ano 

 

Dose equivalente anual 
 

Cristalino 
 

Pele 
 

Extremidades (mãos e pés) 

 
 

150 mSv 
 

500 mSv 
 

500 mSv 

 
 

15 mSv 
 

50 mSv 
 
- 

 

No caso da exposição ocupacional (limite de dose efetiva para profissionais expostos a RI) a 

recomendação é de que os 20 mSv/ano sejam uma média de 5 anos, ou seja, em 5 anos não devem 

ser excedidos os 100 mSv. Contudo, num só ano não devem ser excedidos os 50 mSv. Embora estes 

valores sejam considerados como aceitáveis, todos os esforços devem ser realizados para otimizar as 

práticas decorrentes da exposição a RI e garantir que estas doses de exposição sejam tão baixas 

quanto possível (White e Pharoah, 2014). 

 

 

1.2.6  Dosimetria 

 

As grandezas dosimétricas são utilizadas para quantificar e descrever a quantidade de energia 

depositada por um feixe de radiação num determinado meio. A RI pode ser medida em termos de dose 

absorvida ou dose de exposição. A dose absorvida (D) (Equação 1) é representada pelo valor esperado 

(𝑑𝜀) de energia transmitida por qualquer tipo de RI por unidade de massa (𝑑𝑚), sendo expressa em 

Gray (Gy) (IAEA, 2014; Antunes, 2012). 

 

                                                                   D
=

dε
dm

                                                         (Equação 1) 

A proteção radiológica utiliza a dose equivalente para comparar eficiência biológica relativa (RBE) 

dos diferentes tipos de radiação no tecido. A dose equivalente (𝐻𝑇) (Equação 2) é a dose média 

absorvida num determinado órgão ou tecido, ponderada pelo tipo de radiação que nele incide, onde 𝑤𝑅 

é o fator de ponderação da radiação (Tabela 3), sendo expressa em Sv (IAEA, 2010). 

 

 

                                                        𝐻𝑇 = 𝑤𝑅D                                                  (Equação 2 ) 
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Tabela 3 - Fator de ponderação para os diferentes tipos de radiação (Adaptado de ICRP 103, 2007). 

Tipo de Radiação Fator de Ponderação (wR) 

Fotões 1 

Eletrões 1 

Protões 2 

Partículas α, fragmentos de fissão e iões pesados 20 

Neutrões 
2,5 - 20 

(dependendo da energia dos neutrões) 

 

 

A dose efetiva (E) (Equação 3) é caracterizada pela multiplicação da dose equivalente (𝐻𝑇) pelo 

fator de ponderação do tecido (𝑤𝑇) (Tabela 4), sendo expressa em Sv (IAEA, 2010). 

 

 

                                                                   E=∑ 𝑤𝑇 𝐻𝑇                                                   (Equação 3) 

 

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

Tecido Fator de Ponderação (WT) 

Medula óssea, Cólon, Pulmão, Estômago, Mama 0,12 

Gónadas 0,08 

Bexiga, Fígado, Esófago, Tiroide 0,04 

Pele, Cérebro, Glândulas salivares 0,01 

 

 

1.3 Interação da radiação com o sistema biológico 

 

Os raios-X interagem quer de forma direta quer indireta com a molécula de ADN (Figura 7), 

sendo responsáveis pela lesão do ADN e de proteínas nas células (Spotheim-Maurizot e Davídková, 

2011). O efeito direto da radiação é caracterizado pela transferência de energia de um fotão ou de um 

eletrão para as macromoléculas biológicas ionizando-as (White e Pharoah, 2014). A interação inicial 

entre a RI e o tecido biológico ocorre ao nível dos eletrões (White e Pharoah, 2014), e leva à perda de 

energia da radiação e à produção de átomos excitados e moléculas ionizadas, que se podem converter 

em radicais livres (IAEA, 2010). Uma ou mais ligações químicas podem ser quebradas, dando origem 

a átomos ou moléculas com eletrões desemparelhados que possuem um curto período de vida (IAEA, 

2010). O efeito indireto é caracterizado pela interação do fotão com as moléculas de água produzindo 

radicais livres por um processo denominado radiólise da água (White e Pharoah, 2014). A absorção de 

energia da radiação depende da quantidade do material biológico existente à passagem da RI. Como 

a água é a molécula predominante num organismo vivo, 80% da massa de uma célula viva, grande 

parte da energia da RI irá ser absorvida pelas moléculas de água (IAEA, 2010). 
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Figura 7 - Modos de ação da radiação ionizante (Adaptado de Antunes, 2012). 

 
Na perspetiva de White e Pharoah (2014) as lesões no ADN são a primeira causa de morte 

celular induzida pela exposição à RI. A radiação produz diferentes tipos de alterações no ADN, como 

por exemplo: 

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

 Alterações ou perda de uma base, na estrutura da molécula de ADN; 

 Quebra das pontes de hidrogénio; 

 Aparecimento de ligações cruzadas (intracatenárias ou intercatenária) na cadeia de 

ADN ou proteínas. 

 

 

1.4 Mucosa jugal 

 

A cavidade oral (Figura 8) reflete a saúde de um indivíduo. Algumas patologias podem advir de 

alterações da mucosa jugal, como deficiência de vitaminas, efeitos nocivos induzidos pelo tabaco ou 

até mesmo efeitos do consumo de álcool (Squier e Kremer, 2001). Estas manifestações podem ser 

observadas em tecidos que possuem uma rápida proliferação, aumentando assim o risco de infeção 

na cavidade oral (Squier e Kremer, 2001), visto a mucosa jugal estar exposta diariamente a vários 

agentes tóxicos. 

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

conjuntivo, caracterizado pela sua elasticidade e flexibilidade (Squier e Kremer, 2001). 
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Figura 8 - Ilustração 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 mandíbula. Lateralmente é 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). 

 

 

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

 

 

1.4.1  Constituição da mucosa jugal  

 

De acordo com Squier e Kremer (2001), a proliferação celular atua de modo a equilibrar a 

população de células existente na mucosa jugal. O epitélio oral é mantido pela renovação celular 

contínua, novas células são produzidas na camada basal e migram para a superfície, 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 à alteração 

deste equilíbrio epitelial. 

A mucosa jugal proporciona uma proteção à cavidade oral, face a potenciais agentes 

cancerígenos (Vondracek et al., 2001). Contudo, segundo Thomas et al. (2009) grande parte dos 

tumores são de origem epitelial. Deste modo, a utilização de células da mucosa jugal é uma mais-valia 

na biomonitorização de eventos genotóxicos. Estes eventos são resultado da metabolização de 

substâncias que entram no organismo humano através da ingestão ou da inalação (Holland et al., 

2008). 

A mucosa jugal é formada por um epitélio escamoso estratificado, constituído por cinco 

camadas distintas, o tecido conjuntivo (Holland et al., 2008), estrato germinativo, estrato espinhoso, 

estrato granuloso e o estrato córneo (Figura10) (Squier e Kremer, 2001; Thomas et al., 2009). 

 

 

1.4.2  Tipos de célula existentes na mucosa jugal  

 

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

representando a biodiversidade celular que coopera na manutenção da mesma.  

 

 

Figura 10 - Esquema da secção transversal da mucosa jugal (Adaptado de Thomas et al., 2009).                       
MN - micronúcleo; NBUD - vesícula nuclear. 

 

O estrato córneo reveste a cavidade oral e contém células que são eliminadas constantemente 

devido ao uso do tecido superficial (Holland et al., 2008). Seguidamente, apresenta-se o estrato 

granuloso e o estrato espinhoso, que possuem populações de células diferenciadas (CD), apoptóticas 

e necróticas. O estrato germinativo possui uma divisão 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 

coloração. 

A mucosa oral é constituída por: 

 CB, surgem da camada basal do estrato germinativo e possuem um citoplasma largo em 

comparação com as CD. Têm uma coloração uniforme no núcleo e possuem um tamanho 

menor que as CD (Figura 11; a)); 

 CD, contêm uma coloração uniforme no núcleo, têm forma oval ou redonda e são diferentes 

das CB devido ao seu tamanho mais largo com uma relação núcleo-citoplasma menor que as 

CB (Figura 11; b)); 

 Células binucleadas, são células que não completaram a divisão celular permanecendo na fase 

de citocinese, possuem dois núcleos em vez de um. Os núcleos normalmente estão 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 fragmentação do ADN e 

desagregação do invólucro nuclear: 

 Células de cromatina condensada, possuem um núcleo com regiões de cromatina agregada, 

enquanto que outras áreas do núcleo se apresentam vazias (Figura 11; g)); 

 Células cariorréticas, têm um núcleo caracterizado pela agregação de cromatina extensa 

relativamente às células de cromatina condensada, conduzindo à fragmentação nuclear e 

eventual desintegração do mesmo (Figura 11; h)); 

 Células picnóticas são pequenos núcleos que possuem elevada densidade do material nuclear, 

apresentando uma coloração uniforme, mas intensa. O diâmetro do núcleo é normalmente um 

a dois terços mais pequeno que o núcleo de uma CD (Figura 11; i)); 

 Células cariolíticas, nestas células não existe a presença de núcleo (Figura 11; j))(Thomas et 

al., 2007, 2008, 2009). 

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

 Células com micronúcleos, caracterizadas pela presença de um núcleo principal e de um ou 

mais núcleos mais pequenos, denominados de micronúcleo. Os micronúcleos normalmente, 

são redondos ou de forma oval com um diâmetro que pode alcançar de um terço a um sexto 

do núcleo principal. O núcleo destas células pode possuir uma morfologia característica das 

células normais (CB, CD ou binucleadas) ou células que se encontram num processo de morte 

celular (Figura 11; c) e d)); 

 Células com vesículas nucleares (NBUD), possuem uma constrição na sua forma, como um 

ponto ou algo sugestivo de um núcleo num processo de formação de vesículas. Estas vesículas 

têm as mesmas propriedades na sua morfologia e coloração que os núcleos principais. 

Contudo, o seu diâmetro pode alcançar metade a um quarto do núcleo principal (Figura 11; e)) 

(Thomas et al., 2007, 2008, 2009). 
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Figura 11 - Ilustração dos diferentes tipos de células que fazem parte da constituição da mucosa jugal, 
visualizadas no estudo de Thomas et al., (2009). a) Célula basal; b) Célula diferenciada; c) Célula 
diferenciada precoce c/ 1 MN (seta); d) Célula diferenciada tardia c/ 1 MN (seta); e) Célula diferenciada c/ 1 
NBUD (seta); f) Célula binucleada; g) Célula de cromatina condensada; h) Célula cariorrética; i) Célula 
picnótica; j) Célula cariolítica. MN - micronúcleo; NBUD - vesícula nuclear. 

 

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

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

 

 

Figura 12 - Sequência da origem dos vários tipos de células que constituem a mucosa jugal (Adaptado de 
Thomas et al., 2009). CB - célula basal; CD - célula diferenciada; CE - célula estaminal; MN - micronúcleo; 
NBUD - vesícula nuclear. 

 
As células filhas originadas na camada basal podem conter, ou não, micronúcleos, 

diferenciando-se em células da camada espinhosa, alcançando posteriormente a superfície da 

cavidade oral. Algumas destas células, podem no entanto degenerar em células de cromatina 

condensada, células cariorréticas, células binucleadas, células picnóticas ou células cariolíticas 

(Holland et al., 2008). 
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1.5 Avaliação da lesão genética 

 

A exposição a agentes genotóxicos da mucosa jugal pode desenvolver algumas alterações na 

sua estrutura celular e também na informação genética contida nas células. Tem sido demonstrado que 

o aparecimento de alterações genéticas nas células da mucosa jugal está correlacionado com alteração 

do genoma, o envelhecimento precoce das células, a exposição a agentes genotóxicos e o risco de 

desenvolvimento de tumores (Bonassi et al., 2009). As alterações no genoma humano podem ser 

causadas pela exposição a agentes genotóxicos, como a radiação e produtos químicos, carência de 

micronutrientes, hábitos (consumo de álcool, tabaco, drogas) e fatores genéticos (Holland et al., 2008). 

O ADN pode sofrer lesões provocadas por agentes genotóxicos que podem ou não ser reparadas. As 

lesões não reparadas podem conduzir a efeitos biológicos como a morte celular ou alterações na 

estrutura celular (Antunes, 2012), dando origem a micronúcleos ou a outro tipo de alterações genéticas. 

Estudos de biomonitorização envolvendo grandes populações de trabalhadores ocupacionalmente 

expostos a doses de RI demonstram a correlação da formação de micronúcleos com a dose cumulativa 

(Vral et al., 2011). 

 

 

1.5.1  Micronúcleos 

 

A análise dos micronúcleos em células da mucosa jugal é realizada desde 1980 (Holland et al., 

2008) e é um ensaio citogenético que avalia lesões induzidas em populações humanas (Fenech et al., 

1999). Os biomarcadores de susceptibilidade indicam variáveis genéticas que condicionam a resposta 

do indivíduo a um agente genotóxico. A quantificação de micronúcleos é utilizada como biomarcador 

para avaliação 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 deteção de uma elevada frequência de 

micronúcleos numa dada população está relacionada com o aumento do risco de aparecimento de 

tumores (Angelieri et al., 2011). 

O estudo dos micronúcleos em células esfoliadas da mucosa jugal é um ensaio fiável e utiliza um 

processo de recolha de células minimamente invasivo, que pode ser realizado sem recorrer a culturas 

de células para avaliação de lesões cromossómicas (Bonassi et al., 2011). Pode ser utilizado em 

linfócitos do sangue periférico ou células esfoliadas de vários tecidos (Cerqueira et al., 2008), 

possibilitando a avaliação de eventos como amplificação de genes, reestruturação cromossómica 

(Bonassi et al., 2005) e radiossensibilidade dos cromossomas (Chua e Rothkamm, 2013). 

Os micronúcleos são 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 trás durante o processo de divisão celular (Holland et al., 2008), e que não são 

incorporados nos núcleos 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 formação dos micronúcleos (setas vermelhas) (Adaptado de Fenech, 2007). 

 

Existem vários fatores que influenciam o aparecimento de micronúcleos: 

 Idade: Existe uma relação entre o envelhecimento de um indivíduo e o aumento da frequência 

de micronúcleos nas células da mucosa jugal (Kashyap e Reddy, 2012; Minicucci et al., 2005); 

 Género: não existe um consenso. Alguns autores referem que as mulheres possuem maior 

frequência de micronúcleos (Hintzsche et al., 2012; Khlifi et al., 2013), enquanto que o estudo 

de Dórea et al. (2012) refere não existirem diferenças; 

 Tabaco: o efeito cancerígeno do cigarro é em grande parte influenciado pela mutagenicidade 

de vários produtos químicos existentes no fumo (Gabriel et al., 2006). Alguns tipos de tabaco 

possuem nitrosaminas que atuam como agentes mutagénicos podendo ser responsáveis pela 

formação de micronúcleos (MR et al., 2014); 

 Raios-X: provocam alterações no sistema biológico. O estudo de Vral et al. (2011) demonstra 

que o número de micronúcleos induzidos pela RI está fortemente correlacionado com a dose 

de radiação recebida. A utilização da RI em radioterapia é responsável pelo aumento de células 

com micronúcleos na mucosa jugal dos pacientes (Minicucci et al., 2005); 

 Dieta: a quantidade de alimentos e suplementos ingeridos influenciam a concentração celular 

de micronutrientes (Fenech e Bonassi, 2011). Assim, indivíduos que consomem fruta e vegetais 

têm uma frequência de micronúcleos mais baixa em comparação com os indivíduos que não 

têm o hábito de ingerir este tipo de alimentos (Bonassi et al., 2011); 

 Álcool: o aldeído, primeiro metabolito do etanol, é responsável pelo potencial cancerígeno do 

etanol (Reis et al., 2006). Estudos realizados em linfócitos demonstram uma associação entre 

o consumo de álcool e o aumento da frequência de micronúcleos nas células (Fenech e 

Bonassi, 2011). 
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1.6 Objetivos do estudo 

 

Este estudo tem como objetivo a implementação e validação de um ensaio que permita avaliar 

a formação de micronúcleos em células esfoliadas da mucosa jugal. Após a implementação da técnica, 

pretende-se avaliar os efeitos induzidos pela exposição às baixas doses de RI provenientes do exame 

de ortopantomografia em indivíduos sujeitos ao exame, uma vez que é um exame muito frequente nas 

especialidades da estomatologia, maxilofaxial e ortodontia. Para tal, ir-se-á estudar num grupo de 

indivíduos, antes e 10 dias após a realização do exame, o aparecimento da lesão genética através do 

ensaio do micronúcleo. Adicionalmente, ir-se-á estudar os efeitos induzidos pelo tabaco noutro grupo 

de indivíduos, comparando os resultados obtidos nestes dois grupos com os de um grupo controlo. 
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CAPÍTULO 2  

Materiais e Métodos 

2.1 Amostra 

 

Para a realização do estudo, dividiu-se a amostra de 60 participantes em 3 grupos independentes. 

Cada um deles composto por 20 participantes: 

 Grupo exposto à RI (GE), indivíduos que realizaram um exame de ortopantomografia; 

 Grupo de fumadores (GF); 

 Grupo de controlo (GC), pessoas saudáveis, não fumadoras e que não foram expostas a RI 

num período de pelo menos 6 meses anteriores à colheita da amostra. 

A população estudada é constituída pelo GC: 11 mulheres e 9 homens numa faixa etária dos 6 aos 

83 anos; GE: 12 mulheres e 8 homens numa faixa etária dos 18 aos 86 anos e pelo GF: por 8 mulheres 

e 12 homens numa faixa etária dos 27 aos 65 anos. Na Tabela 5 estão representados todos os dadores 

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

 

Tabela 5 - Caracterização da amostra do estudo. 

Grupo Dador Idade Género Grupo Dador Idade Género 

GC 

D11 62 M 

GF 

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 

D54 23 F 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 

GE 

D1 69 F 

GE 

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 

D6 47 F 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 à radiação 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 hábitos tabágicos. Idealmente, 

este grupo devia ser apenas composto por não-fumadores, mas devido à dificuldade de obtenção das 

amostras optou-se por considerar também dadores fumadores. No presente estudo, as doses de 

exposição variam entre 7,2 - 35,4 μSv para os indivíduos que realizaram o exame de ortopantomografia. 

O ortopantomógrafo possui um sistema de controlo automático de exposição, que ajusta os parâmetros 

tendo em conta a estrutura facial do paciente levando a que a exposição não seja idêntica em todos os 

pacientes. 

O GF não possui uma homogeneidade no número de cigarros fumados por dia, variando entre 

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

 

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

Dador Nº 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 participação neste estudo. 

Responderam a um questionário, especialmente formulado para o mesmo, baseado nos seus dados 

pessoais, na sua história clínica, nos seus hábitos tabágicos, alimentares e na sua atividade profissional 

e extra profissional (Anexo - 1). 

 

 

2.1.1 Considerações éticas 

 

O estudo foi submetido à Comissão de Ética do Centro Hospitalar de Lisboa Central, E.P.E., o 

qual foi aprovado de acordo com o Processo Nº97/2014. Apesar da ciência se desenvolver através da 

investigação, isso não significa que o progresso do conhecimento científico ofereça garantias éticas e 
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morais para a população 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 física à moral. 

Foi explicado a cada participante os objetivos do trabalho, a finalidade do estudo e que a sua 

participação 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 Otimização do protocolo para a técnica dos 

micronúcleos 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 análise dos micronúcleos em células esfoliadas da 

mucosa jugal. 

Através da pesquisa bibliográfica, foi possível identificar que, antes de se proceder à colheita das 

células, os participantes envolvidos no estudo teriam que enxaguar a cavidade oral com água de modo 

a minimizar a contaminação 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; Gattás 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 não mencionam este passo (Bartolotta et al., 2011; Basu et al., 2002; Kashyap 

e Reddy, 2012; Lucero et al., 2000; Martínez 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 solução salina (0,9% de NaCl), uma vez que este tipo de solução isotónica mantém o equilíbrio 

osmótico em meio celular. 

Relativamente à colheita das células da mucosa jugal foi possível identificar vários processos de 

recolha, utilizando: 

 Uma espátula 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); 

 Uma espátula de metal (Arora et al., 2014); 

 Uma espátula de plástico (Carrard et al., 2007); 

 Um “cytobrush” (Carrard et al., 2007; Fenech et al., 1999; Gattás et al., 2001; Holland et al., 

2008; Kashyap e Reddy, 2012; Reis et al., 2002); 

 Uma escova de dentes (Basu et al., 2002; Gattás et al., 2001; Kashyap e Reddy, 2012; KB et 

al., 2014; Martínez et al., 2005; Majer et al., 2001; Sellappa et al., 2011; Surrallés et al., 1997); 

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

2012). 

Todos os materiais mencionados são utilizados em condições estéreis, de modo a não alterar os 

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

Após a recolha das células da mucosa jugal estas podem ser colocadas diretamente em lâminas 

através de um esfregaço (Kalita et al., 2013; Karahalil et al., 1999; Lorenzoni et al., 2012; Stich et al., 

1992) ou podem ser colocadas em suspensão numa solução de Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 

7,4. Existe uma variedade de descrições na literatura acerca da utilização deste tipo de solução de que 

são exemplo: 

 Ressuspensão das células em 20 mL de solução tampão (0,1 M EDTA, 0,01 M Tris-HCl e 0,02 

M NaCl, pH 7,0) e centrifugação durante 10 minutos (min) a 1500 rotações por minuto (rpm) 

(Lucero et al., 2000; Martínez et al., 2005); 

 Ressuspensão das células em 25 mL de solução tampão (0,1 M EDTA, 0,01 M Tris-HCl e 0,02 

M NaCl, pH 7,0) (Basu et al., 2002; Kb et al., 2014; Surrallés et al., 1997) e centrifugação 

durante 5 min a 800 rpm (Arora et al., 2014). 

Alguns autores mencionam a utilização de uma solução salina (0,9% NaCl) em vez de uma solução 

tampão (0,1 M EDTA, 0,01 M Tris-HCl e 0,02 M NaCl, pH 7,0) (Carrard et al., 2007; Majer et al., 2001) 

e centrifugação durante 10 min a 1200 rpm (Gattás et al., 2001), ou então, centrifugação 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 vários métodos de fixação para este tipo de células. A fixação com 

metanol: ácido acético nas proporções de 3:1 (v/v), é um dos métodos de fixação mais utilizados. O 

tempo de fixação das células varia de autor para autor, alguns referem 30 min e outros referem um 

período de 5-10 min. (Angelieri et al., 2010a; Angelieri et al., 2010b; Angelieri et al., 2011; Carlin et al., 

2010; Gattás et al., 2001; Kalita et al., 2013; Khlifi et al., 2013; Lorenzoni et al., 2012; Reis et al., 2002; 

Sellappa et al., 2011). Há autores que utilizam técnicas de fixação diferentes, fixação com 80-85% de 

etanol (Stich et al., 1992) ou fixação 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; Martínez et al., 2005; Nersesyan et al., 2006; Surrallés et al., 1997; Titenko-Holland 

et al., 1998; Warner et al., 1994). Estes métodos de fixação podem ser realizados diretamente sobre 

as células colocadas em lâminas através de um esfregaço, ou em células que se encontrem em 

suspensão. 

Um dos corantes utilizados para a coloração das células da mucosa jugal é o Giemsa. Para a 

utilização deste corante foram revistas várias percentagens da utilização deste composto, com 

diferentes variações no tempo de exposição 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 várias 

tentativas para otimização do protocolo a utilizar, tendo-se chegado ao protocolo descrito no Anexo - 3. 
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Após a optimização da técnica, os principais passos implementados foram: 

1. Colheita das células da mucosa jugal: espátula de plástico; 

2. Ressuspensão das células num tubo estéril com 5 mL de PBS (Anexo - 4) e centrífugar 

durante 5 min, a 104xg; 

3. Método de fixação: 4 mL de mistura fixadora metanol: ácido acético na proporção de 

3:1 (v/v) (Anexo - 4); 

4. Corante: Giemsa a 10% em tampão 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 análise dos micronúcleos. Em relação 

ao GE, a recolha das células foi feita no Hospital de São José - Centro Hospitalar de Lisboa Central, 

E.P.E., no serviço de estomatologia. A cada um dos 20 dadores deste grupo, foi feita uma recolha das 

células da mucosa jugal, antes e 10 dias após (aproximadamente) a realização da ortopantomografia. 

O intervalo de tempo decorrido entre a primeira e a segunda recolha tem em conta o tempo de migração 

das células da camada basal para a superfície 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 indivíduos. Depois dos dadores 

enxaguarem a cavidade oral com água, as células foram recolhidas com uma espátula de plástico 

estéril, fazendo movimentos de baixo para cima, de modo a retirar o maior número de células possível. 

Primeiro efetuou-se este procedimento na mucosa jugal do lado direito, três vezes, e depois na mucosa 

jugal do lado esquerdo repetindo-se o 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 laboratório de citogenética do Grupo de Protecção e Segurança Radiológica do 

IST/CTN. 

 

 

2.4 Técnica dos micronúcleos 

 

As células em suspensão foram centrifugadas durante 5 min, a 104xg. Retirou-se o 

sobrenadante com o auxílio de uma pipeta de Pasteur de plástico, ressuspendeu-se o botão 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 contaminação existente na amostra. Posteriormente, 

adicionou-se cerca de 4 mL de mistura fixadora metanol: ácido acético na proporção de 3:1 (v/v), 

previamente arrefecido a -20 ºC, centrifugando-se novamente durante 5 min a 104xg. Retirou-se o 

sobrenadante, e ressuspendeu-se o botão celular suavemente no agitador. O processo de fixação 

repetiu-se duas vezes. Depois de se homogeneizar muito bem a suspensão celular, colocou-se, com o 

auxílio de uma pipeta de Pasteur de vidro, algumas gotas por lâmina fazendo as células deslizar da 
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parte superior para a parte inferior da mesma. Neste processo, as lâminas previamente etiquetadas e 

identificadas estavam colocadas a 45º. Todas as amostras foram feitas em duplicado. Deixaram-se as 

lâminas secar, durante 24 horas, à temperatura ambiente. Por fim, procedeu-se à coloração das 

lâminas com uma solução de Giemsa a 10% em tampão fosfato pH 6,8 (v/v), durante 10 min. Passaram-

se as lâminas por água corrente com pouca pressão, de modo a retirar o excesso de corante e por fim, 

deixaram-se as lâminas a secar durante 24 horas. As lâminas foram então seladas com Entellan e 

procedeu-se posteriormente à sua leitura no microscópio ótico. 

 

 

2.5 Critérios de leitura 

 

Neste estudo foram contabilizadas 2000 células mononucleadas (células que possuem um 

único núcleo principal) por amostra, perfazendo um total 160000 células mononucleadas em todas as 

amostras. Para a análise das amostras contabilizou-se o número de células mononucleadas e 

binucleadas, com e sem micronúcleo. A visualização ao microscópio ótico foi realizada utilizando uma 

ampliação de 400x. Toda a identificação e caracterização das células micronucleadas foi efetuada 

segundo o descrito por Thomas et al. (2009). As células mononucleadas que contêm micronúcleos 

possuem um núcleo principal e um núcleo de tamanho inferior, cerca de 1/3 a 1/6 do diâmetro do núcleo 

principal. Os micronúcleos possuem uma forma redonda ou oval, com uma coloração e intensidade 

idêntica ao núcleo principal. Estão localizados no citoplasma da célula e não possuem contacto nem 

sobreposição com o núcleo principal (Bartolotta et al., 2011; Fenech, 2007; Sarto et al., 1987). 

Paralelamente, também se averiguou o aparecimento de células binucleadas nos três grupos 

em estudo. O registo das células binucleadas foi realizado com o objetivo de verificar se havia um 

aumento ou diminuição da divisão celular nos indivíduos pertencentes aos grupos GE e GF 

comparativamente ao GC. 

 

 

2.6 Análise estatística 

 

Para o tratamento estatístico dos resultados foram consideradas variáveis dependentes: a 

frequência de células mononucleadas com micronúcleos e a frequência de células binucleadas, e 

variáveis independentes: a RI proveniente dos exames de ortopantomografia, a idade, o género e o 

consumo de tabaco. 

O nível de significância considerado no teste paramétrico estatístico - teste t de Student foi de 

0,05 (p<0,05). 
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CAPÍTULO 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 micronúcleos 

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 vários tipos de células estudadas. 

 

 

 

 

Figura 14 - Imagens de micronúcleos (setas) visualizados neste trabalho:      
a) Célula mononucleada com 1 micronúcleo; b) Célula mononucleada com 2 
micronúcleos; c) Célula mononucleada com 3 micronúcleos. 

 

 
 

 

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 contaminação 
a) e b) respetivamente. Na imagem a) observa-se um micronúcleo (seta). 

 

 

3.1 Grupo controlo 

 

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

 

Tabela 7 - Caracterização e distribuição dos micronúcleos no grupo controlo. 

Dador Género 
Idade 

(Anos) 
Nº Células 

Distribuição de MN em células mono 
Nº MN total  MN/Célula 

0 1 2 3 

D11 M 62 2000 1994 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 - micronúcleo; mono - células mononucleadas. 

 

Na Tabela 7 é possível observar que o número de células mononucleadas sem micronúcleo 

tem maior incidência que o número de células mononucleadas com micronúcleo. Observou-se também 

que nas células mononucleadas, com micronúcleo, as que apresentam um micronúcleo são as que se 
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encontram em maior número. A frequência média de micronúcleos foi de 0,002 ± 0,001 (média ± desvio 

padrão). A média de idades no GC é de 39,0 ± 21,7 anos. 

 

 

3.1.1 Comparação entre dadores do grupo controlo 

 

A análise entre dadores do GC realizou-se em termos de género e faixa etária. O GC é 

constituído por 11 mulheres e 9 homens. No género feminino foram contabilizados 35 micronúcleos em 

22000 células mononucleadas. Em relação ao género masculino foram visualizados 42 micronúcleos 

em 18000 células mononucleadas. É possível observar que o género masculino possui uma frequência 

de micronúcleos superior ao género feminino (Tabela 8). 

 

 

Tabela 8 - Distribuição do número de micronúcleos entre o género masculino e feminino do grupo controlo. 

Género Nº Células 
Distribuição de MN em células mono 

Nº MN total Média (MN/célula) ± DP 
0 1 2 3 

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 - micronúcleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrão. 

 

Para analisar a influência da idade na frequência de micronúcleos o GC (idades entre os 6 e 

83 anos) foi dividido em 4 grupos etários: 6 - 24, 25 - 31, 35 - 49 e 54 - 83 anos, constituídos por 5 

dadores cada. Em cada grupo etário foram lidas 10000 células mononucleadas. O número de 

micronúcleos observado no grupo etário dos 6 - 24 anos foi de 12; no grupo etário dos 25 - 31 anos 

foram contabilizados 14; o grupo etário dos 35 - 49 anos apresentou 24 e por fim, no grupo etário dos 

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

 

 

Tabela 9 - Comparação e distribuição do número de micronúcleos entre as faixas etárias do grupo controlo. 

Grupo Etário 
 (anos) 

Nº Células 
Distribuição de MN em células mono 

Nº MN total Média (MN/célula) ± DP 
0 1 2 3 

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 - micronúcleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrão. 

 

Na Tabela 9 e na Figura 17 é possível observar um aumento da frequência de micronúcleos 

com o aumento da idade. Este aumento na frequência de micronúcleos foi de 0,02% no grupo etário 

dos 25 - 31 anos em relação ao grupo etário dos 6 - 24 anos. Entre o grupo etário dos 35 - 49 anos e o 
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grupo etário dos 25 - 31 anos existiu um aumento de 0,1%. Por fim, em relação ao grupo etário dos 54 

- 83 anos houve um aumento de 0,03% em comparação com o grupo etário dos 35 - 49 anos. 

 

 

Figura 17 - Frequência de micronúcleos nos grupos etários do grupo de controlo. 

 

3.2  Grupo exposto à radiação ionizante 

 
Neste grupo de indivíduos foram observadas um total de 80000 células mononucleadas (40000 

antes do exame e 40000 após o mesmo) e contabilizados 352 micronúcleos. Nas células recolhidas 

antes do exame de ortopantomografia foram lidas 40000 células mononucleadas, onde foram 

visualizados 159 micronúcleos. Nas células recolhidas aproximadamente 10 dias depois do exame de 

ortopantomografia, foram lidas 40000 células mononucleadas, contabilizando-se 193 micronúcleos 

(Tabela 10). Tendo existido um aumento de 0,09% na frequência de micronúcleos depois do exame. 

No GE existem 8 indivíduos fumadores que apresentam uma frequência média de micronúcleos 

de 0,003 ± 0,002 antes do exame e 0,004 ± 0,002, 10 dias após o mesmo. No grupo de indivíduos não 

fumadores (12 indivíduos) do GE foi observada uma frequência média de micronúcleos de 0,005 ± 

0,003 antes do exame e 0,005 ± 0,003 10 dias depois. Dado que não se observaram diferenças 

estatisticamente significativas entre os dois grupos, antes do exame (p=0,233) e 10 dias após o mesmo 

(p=0,500), optou-se por fazer uma análise global, juntando-se estes dois grupos num só. 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3
M

N
 /
 C

é
lu

la
 (

%
)

Faixa Etária

6 - 24 anos

25 - 31 anos

35 - 49 anos

54 - 83 anos



 

29  

Tabela 10 - Caracterização e distribuição dos micronúcleos no grupo exposto à radiação ionizante, antes 

e após a realização do mesmo. 

Dador Género 
Idade 
(Anos) 

Colheita 
Nº 

Células 

Distribuição de MN em células mono  Nº MN 
total 

MN/Célula 
0 1 2 3 4 5 

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

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

D2 F 19 
Antes 2000 1995 4 1 0 0 0 6 0,0030 

Depois 2000 1995 4 0 0 1 0 8 0,0040 

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

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

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

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

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

Depois 2000 1995 4 0 1 0 0 7 0,0035 

D6 F 47 
Antes 2000 1986 10 2 2 0 0 20 0,0100 

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

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

Depois 2000 1995 5 0 0 0 0 5 0,0025 

D8 F 62 
Antes 2000 1996 3 1 0 0 0 5 0,0025 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Depois 2000 1995 3 2 0 0 0 7 0,0035 

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

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 - micronúcleo; mono - células mononucleadas. 
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Na Tabela 10 é possível observar novamente que o número de células mononucleadas sem 

micronúcleo é superior ao número de células mononucleadas com micronúcleo, tanto nas células 

recolhidas antes como depois do exame de ortopantomografia. Verificou-se igualmente que nas células 

mononucleadas, com micronúcleo, as que apresentam um micronúcleo são as que se encontram em 

maior número quer antes da realização do exame quer após. Entre as células recolhidas antes e depois 

do exame de ortopantomografia foram observadas diferenças estatisticamente significativas (p=0,028). 

A frequência média de micronúcleos antes do exame foi de 0,004 ± 0,003. Depois do exame a 

frequência média de micronúcleos 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 frequência de micronúcleos após a realização 

do exame. 

 Na Figura 18 e 19 é possível observar a distribuição e frequência de micronúcleos nos dadores 

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

 

 

 

Figura 18 - Distribuição da frequência de micronúcleos no grupo exposto à radiação ionizante. 

 

 
Figura 19 - Frequência de micronúcleos antes e após o exame de ortopantomografia. * - diferença 
estatisticamente significativa (p=0,028). 
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 Os dadores D3, D5, D6, D8, D9 e D30 apresentam uma descida na frequência de micronúcleos 

depois do exame, ao contrário dos restantes dadores. O dador D29 apresenta a maior diferença na 

frequência de micronúcleos, antes e depois do exame, apresentando um aumento na frequência de 

micronúcleos após o exame. 

 

3.2.1  Comparação entre dadores do grupo exposto à radiação 

ionizante 

 

Para o GE a análise entre dadores foi realizada em termos de género e faixa etária. O GE é 

constituído por 12 mulheres e 8 homens. Foi verificado para os dois géneros um aumento da frequência 

de micronúcleos nas células recolhidas depois do exame, 0,07% no género feminino e de 0,11% no 

género masculino (Tabela 11). 

 

Tabela 11 - Comparação entre os dadores do género feminino e masculino antes e depois do exame de 
ortopantomografia tendo em conta a distribuição do número de micronúcleos. 

Género 
Nº 

Células 
Colheita 

Distribuição de MN em células 
mono 

Nº MN total Média (MN/célula) ± DP 

0 1 2 3 4 5   

F 24000 
Antes 23921 61 12 4 1 1 106 0,0044 ± 0,0024 

Depois 23907 72 15 4 2 0 122 0,0051 ± 0,0024 

M 16000 
Antes 15956 36 7 1 0 0 53 0,0033 ± 0,0028 

Depois 15938 54 7 1 0 0 71 0,0044 ± 0,0023 

  F - sexo feminino; M - sexo masculino; MN - micronúcleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrão. 

 

Nas células recolhidas antes do exame de ortopantomografia e para o género feminino foram 

registados 106 micronúcleos em 24000 células mononucleadas. No género masculino foram 

visualizados 53 micronúcleos no total de 16000 células mononucleadas. A frequência de micronúcleos 

nas células recolhidas antes do exame de ortopantomografia foi superior para o género feminino. Para 

o género feminino após o exame de ortopantomografia contabilizaram-se 122 micronúcleos em 24000 

células estudadas. No caso do género masculino foram contabilizados 71 micronúcleos em 16000 

células mononucleadas. Mais uma vez o género feminino apresenta uma frequência de micronúcleos 

superior ao género masculino (Figura 20). 
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Figura 20 - Comparação da frequência de micronúcleos nos dadores do género feminino e 

masculino, antes e depois do exame. 

 

O GE é constituído por dadores cuja idade varia entre os 18 e os 86 anos. Para analisar a 

influência da idade na frequência de micronúcleos, antes e após a realização do exame, o GE foi 

dividido em 4 subgrupos etários: 18 - 24, 30 - 44, 44 - 54 e 55 - 86 anos, constituído por 5 dadores cada 

(Tabela 12). Em cada subgrupo foram lidas 10000 células mononucleadas, antes do exame de 

ortopantomografia e 10 dias após o mesmo. 

 

 

Tabela 12 - Comparação do número de micronúcleos entre grupos etários antes e depois da realização do 
exame. 

Grupo Etário 
(anos) 

Nº Células Colheita 

Distribuição de MN em 
células mono  Nº MN Total Média (MN/célula) ± DP 

0 1 2 3 4 5 

18 - 24 10000 
Antes 9964 29 5 1 1 0 46 0,0046 ± 0,0030 

Depois 9955 37 7 0 1 0 55 0,0055 ± 0,0031 

30 - 44 1000 
Antes 9972 22 5 1 0 0 35 0,0035 ± 0,0019 

Depois 9971 25 3 1 0 0 34 0,0034 ± 0,0005 

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

Depois 9951 40 5 4 0 0 62 0,0062 ± 0,0017 

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

Depois 9968 24 7 0 1 0 42 0,0042 ± 0,0027 

   MN - micronúcleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrão. 

 

No grupo etário dos 18 - 24 anos, foram contabilizados 46 micronúcleos antes do exame de 

ortopantomografia e 55 micronúcleos nas células recolhidas 10 dias após do exame, verificando-se 

assim um aumento na frequência de micronúcleos de 0,09% nas células recolhidas depois do exame 

de ortopantomografia. 

No grupo etário dos 30 - 44 anos, foram contabilizados 35 micronúcleos antes do exame de 

ortopantomografia e 34 micronúcleos depois do exame. Neste grupo verificou-se uma diminuição de 

0,01% na frequência de micronúcleos, nas células recolhidas depois do exame de ortopantomografia. 
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No grupo etário dos 44 - 54 anos, o número de micronúcleos visualizados antes do exame de 

ortopantomografia foi de 46. Depois do exame foram contabilizados 62 micronúcleos. Verificou-se um 

aumento na frequência de micronúcleos de 0,16% relativamente às células recolhidas após do exame 

de ortopantomografia. 

Por fim, no grupo etário dos 55 - 86 anos, verificou-se novamente um aumento na frequência 

de micronúcleos de 0,1% nas células recolhidas depois do exame de ortopantomografia. Foram 

visualizados 32 micronúcleos nas células mononucleadas antes do exame e 42 micronúcleos depois 

do exame. 

Os grupos etários que possuem maior frequência de micronúcleos antes e após o exame de 

ortopantomografia são dos 18 - 24 anos e dos 44 - 54 anos (Figura 21). Na comparação entre grupos 

etários antes e depois do exame de ortopantomografia não foram verificadas diferenças 

estatisticamente significativas. 

 

 

Figura 21 - Comparação entre os grupos etários, antes e após o exame de ortopantomografia. 
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3.3  Grupo de fumadores 

 

No GF analisaram-se 40000 células mononucleadas e foram contabilizados 213 micronúcleos 

(Tabela 13). 

 

Tabela 13 - Caracterização e distribuição dos micronúcleos no grupo de fumadores. 

Dador Género 
Idade 
(Anos) 

Nº Células 
Distribuição de MN em células mono 

Nº MN total  MN/Célula 
0 1 2 3 4 5 

D14 F 53 2000 1995 5 0 0 0 0 5 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 9 0,0045 

D47 M 41 2000 1994 5 1 0 0 0 7 0,0035 

D48 M 57 2000 1995 4 1 0 0 0 6 0,0030 

D49 F 30 2000 1998 1 1 0 0 0 3 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 - micronúcleo; mono - células mononucleadas. 

Tal como o observado no GE e no GC, o número de células mononucleadas sem micronúcleo é 

maior do que o número de células mononucleadas com micronúcleo. Verificou-se mais uma vez, que 

nas células mononucleadas com micronúcleo as que apresentam um micronúcleo são as que se 

encontram em maior número. A frequência de micronúcleos neste grupo é superior ao GC, havendo 

um aumento de 0,34% na frequência de micronúcleos, sendo esta diferença estatisticamente 

significativa (p=0,001). A frequência média de micronúcleos foi de 0,005 ± 0,004. A média de idades no 

GF é de 42,9 ± 11,4 anos. 

 

 

3.3.1 Comparação entre dadores do grupo de fumadores 

 

Tal como nos grupos anteriormente estudados a análise entre dadores do GF realizou-se 

igualmente em termos de género e faixa etária. Este grupo é constituído por 8 mulheres e 12 homens, 

verificando-se que a frequência de micronúcleos é idêntica para os dois géneros (Tabela 14). 
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Tabela 14 - Distribuição do número de micronúcleos entre o género masculino e feminino do grupo de 
fumadores. 

Género Nº Células 
Distribuição de MN em células mono 

Nº 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 - micronúcleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrão. 

 

O GF é constituído 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 constituído por 5 dadores: 27 - 33, 35 - 

41, 41 - 52 e 53 - 65 anos (Tabela 15). 

 

Tabela 15 - Distribuição do número de micronúcleos nas faixas etárias do grupo de fumadores. 

Grupo Etário 
(anos) 

Nº Células 
Distribuição de MN em células mono 

Nº MN total Média ± DP 
0 1 2 3 4 5  

27 - 33  10000 9965 26 8 1 0 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 - micronúcleo; mono - células mononucleadas; DP - desvio padrão. 

 

A maior frequência de micronúcleos foi obtida pelos grupos etários dos 35 - 41 e dos 41 - 52 

anos e a menor frequência foi verificada no grupo etário do 53 - 65 anos, existindo uma diminuição de 

0,37% na frequência de micronúcleos entre o grupo etário 41 - 52 anos e 53 - 65 anos. 
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3.4 Células binucleadas 

 

No decorrer deste trabalho foram também contabilizadas o número de células binucleadas de 

cada indivíduo, 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 - Número de células binucleadas no grupo de controlo. 

Dador  Nº células mono Nº 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 análise 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 número de 

células binucleadas em comparação com as células recolhidas antes do exame. Contudo não foram 

observadas diferenças 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 - Número de células binucleadas antes e após do exame de ortopantomografia no grupo exposto. 

Dador Colheita Nº células mono  Nº Células BN Células BN (%) 

D1 
Antes 2000 45 2,25 

Depois 2000 42 2,06 

D2 
Antes 2000 10 0,50 

Depois 2000 8 0,40 

D3 
Antes 2000 14 0,70 

Depois 2000 40 1,96 

D4 
Antes 2000 18 0,89 

Depois 2000 40 1,96 

D5 
Antes 2000 35 1,72 

Depois 2000 48 2,34 

D6 
Antes 2000 13 0,65 

Depois 2000 22 1,09 

D7 
Antes 2000 35 1,72 

Depois 2000 16 0,79 

D8 
Antes 2000 22 1,09 

Depois 2000 30 1,48 

D9 
Antes 2000 19 0,94 

Depois 2000 20 0,99 

D10 
Antes 2000 32 1,57 

Depois 2000 33 1,62 

D24 
Antes 2000 35 1,72 

Depois 2000 24 1,19 

D25 
Antes 2000 23 1,14 

Depois 2000 24 1,19 

D26 
Antes 2000 6 0,30 

Depois 2000 18 0,89 

D27 
Antes 2000 32 1,57 

Depois 2000 43 2,15 

D29 
Antes 2000 48 2,34 

Depois 2000 50 2,44 

D30 
Antes 2000 12 0,60 

Depois 2000 26 1,28 

D31 
Antes 2000 35 1,72 

Depois 2000 38 1,86 

D33 
Antes 2000 31 1,53 

Depois 2000 18 0,89 

D34 
Antes 2000 29 1,43 

Depois 2000 13 0,65 

D35 
Antes 2000 18 0,89 

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 número de células binucleadas 

(Tabela 18), não existindo contudo diferenças estatisticamente significativas em relação ao GC 

(p=0,155). A média de células binucleadas por dador foi de 22,15 ± 8,21. 

 

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

Dador  Nº células mono Nº 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 contabiliazação das células binucleadas não foram observados micronúcleos na 

análise dos três grupos estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

39  

CAPÍTULO 4 

Discussão dos resultados 

4.1 Células mononucleadas 

 

4.1.1 Grupo controlo 

 

O ensaio do micronúcleo na avaliação da instabilidade genética é uma ferramenta importante na 

deteção do risco de tumores. Como tal, é importante conhecermos o número médio de micronúcleos 

na população em geral. Segundo Ceppi et al. (2010) a frequência basal de micronúcleos em células da 

mucosa jugal de indivíduos saudáveis, não expostos a agentes genotóxicos, é de 1,10 em 1000 células 

diferenciadas. Este valor pode variar de população para população como é referenciado em alguns 

estudos. O presente trabalho apresenta resultados ligeiramente superiores aos obtidos noutros estudos 

relativamente ao número médio de micronúcleos do grupo controlo (Tabela 19). 

 

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

Autor 
Número de  

Participantes 
Média ± Desvio Padrão 

Número de células da 

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 variáveis demográficas mais importantes na frequência 

de micronúcleos de uma população (Khlifi et al., 2013), o estudo de Bonassi et al. (2011) refere que a 

relação entre o género masculino e feminino não é relevante na frequência de micronúcleos em células 

da mucosa jugal. No entanto, o estudo de Khlifi et al. (2013) defende que existem diferenças entre 

géneros (p=0,04), em que o género feminino possui uma frequência de micronúcleos 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 micronúcleo em 1000 células a mais do que o 

género feminino. Os nossos resultados estão de acordo com o estudo de Bloching et al. (2008), uma 

vez que o género masculino apresenta uma frequência de micronúcleos superior (0,0023 ± 0,0016) ao 

género feminino (0,0016 ± 0,0010) (Tabela 8). 

No GC em estudo foi observado um aumento do número de micronúcleos com o aumento da 

idade (entre os 6 e os 83 anos), contudo as diferenças observadas não são estatisticamente 

significativas (Tabela 9). Segundo Thomas et al. (2008), num estudo realizado com um GC jovem (30 

indivíduos) dos 18 aos 26 anos e um GC com idades avançadas (31 indivíduos) dos 64 aos 75 anos, 

verificou-se que existiam diferenças estatisticamente significativas entre os dois grupos estudados, 

apresentando o GC com idade mais avançada uma frequência de micronúcleos em células da mucosa 

jugal superior ao GC jovem. 
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Por outro lado, um estudo envolvendo 57 indivíduos controlo refere que a frequência de 

micronúcleos em células da mucosa jugal de indivíduos com idades inferiores ou iguais a 55 anos é 

menor (2,26 ± 1,97) do que nos indivíduos com idades superiores a 55 anos (2,43 ± 2,24), embora as 

diferenças observadas não sejam estatisticamente significativas (Khlifi et al., 2013). 

 

 

4.1.2 Grupo exposto à radiação ionizante 

 
O valor da dose efetiva associado a cada exame de ortopantomografia (Tabela 1), está 

dependente do morfotipo de cada paciente. O painel de comando do ortopantomógrafo tem um seletor 

de programas de aquisição em modo automático para os diferentes exames, embora seja possível de 

realizar a seleção em modo manual, sempre que se justifique. Em adultos, é selecionado o programa 

standard, cujos fatores técnicos de exposição 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 μSv - 35,4 μSv. 

Estudos efetuados em células da mucosa jugal expostas à RI em exames de ortopantomografia 

também demonstram variações nos fatores técnicos de exposição a que os participantes foram 

submetidos (Angelieri et al., 2010a; KB et al., 2014 e Ribeiro et al., 2008), existindo contudo fatores 

técnicos de exposição 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. 

Autor 

Fatores técnicos de exames de 
ortopantomografia  

kV mA s 

(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 indivíduos fumadores e não fumadores, tendo sido realizada uma análise global, 

agrupando-se estes dois grupos num só, dado que não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas antes nem após 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 diferenças na frequência de 

micronúcleos antes e depois da realização do exame. Sendo considerado em média 10 dias o tempo 

necessário para que as células da camada basal expostas aos raios-X migrem para a superfície 

(Angelieri et al., 2007; Cerqueira et al., 2008; Popova et al., 2007). A existência de micronúcleos antes 

da realização do exame de ortopantomografia poderá estar relacionada com a exposição a agentes 

genotóxicos provenientes dos hábitos de cada indivíduo (tabágicos, alimentares, entre outros). Após a 

realização do exame, a frequência de micronúcleos provenientes da exposição à RI é dada pela 
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diferença entre o número de micronúcleos observados na segunda recolha de células da mucosa jugal 

e a primeira recolha, excluíndo deste modo os micronúcleos intrínsecos do indivíduo (Lorenzoni et al., 

2012). Para este estudo efetuou-se uma seleção de indivíduos, excluindo aqueles que estiveram 

expostos a RI num intervalo igual ou inferior a 6 meses, assim como os indivíduos que apresentavam 

patologias passíveis de influenciar a frequência de micronúcleos. 

Os resultados obtidos no GE revelaram um aumento da frequência de micronúcleos depois do 

exame, sendo este aumento estatisticamente significativo face à frequência de micronúcleos obtida 

antes do exame (p=0,028). Arora et al. (2014), num estudo efetuado numa população de 53 indivíduos 

(21 homens e 32 mulheres), submetidos à ortopantomografia, obteve resultados com uma tendência 

idêntica. A frequência de micronúcleos nas células da mucosa jugal antes do exame foi de 0,1000 ± 

0,0899, depois do exame existiu um aumento na frequência de micronúcleos para 0,1264 ± 0,0812, 

sendo esta diferença estatisticamente significativa (p=0,004). Contudo, a maioria dos estudos 

realizados em células da mucosa jugal expostas à RI proveniente de exames de ortopantomografia, 

demonstram não existirem diferenças estatisticamente significativas na frequência de micronúcleos 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 à análise entre géneros, observou-se sempre uma frequência de micronúcleos 

superior para o género feminino comparativamente ao género masculino (Tabela 11), verificando-se 

um aumento na frequência de micronúcleos em ambos os géneros depois do exame, não tendo existido 

diferenças estatisticamente significativas. Noutros estudos como o de Madhavan et al. (2012), que 

compara a frequência de micronúcleos antes e depois do exame de ortopantomografia em 35 indivíduos 

saudáveis não se observaram diferenças estatisticamente significativas entre géneros quer antes do 

exame (p=0,640), quer depois do exame (p=0,710). 

Relativamente à análise das faixas etárias do GE, antes do exame não foi verificado um 

aumento da frequência de micronúcleos com o aumento da idade (Tabela 12), como seria de esperar 

segundo Kashyap e Reddy. (2012) e Minicucci et al. (2005). Depois do exame, os grupos etários não 

demonstraram uma subida da frequência de micronúcleos com o aumento da idade, não tendo sido 

verificados valores estatisticamente significativos. Contudo, o estudo de Popova et al. (2007) 

envolvendo um grupo etário constituído por indivíduos com idades entre 24 - 73 anos, refere existirem 

diferenças estatisticamente significativas na frequência de micronúcleos das células da mucosa jugal, 

antes da exposição à RI. Com o aumento da idade verificou-se um aumento da frequência de 

micronúcleos. Os indivíduos do grupo exposto à radiação ionizante que participaram neste estudo não 

tinham hábitos tabágicos. 

Os resultados deste trabalho apresentam um aumento do número de micronúcleos em resposta 

à exposição a RI do exame de ortopantomografia, nas células da mucosa jugal. Observou-se que os 

resultados obtidos apontam para a existência de alterações citogenéticas, sugerindo a necessidade da 

continuação deste estudo numa população maior para a obtenção de resultados mais fiáveis do ponto 

de vista estatístico. 
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4.1.3 Grupo de fumadores 

 

O tabaco e o fumo do tabaco são constituídos por matrizes complexas, formadas por vários 

compostos. Segundo a IARC (2004) os cigarros são constituídos por tabaco flue-cured e light air-cured 

que pertencem às classes 1 e 3A, respetivamente. Entre os compostos constituintes do tabaco existem 

agentes cancerígenos provenientes de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, nitrosaminas 

específicas, entre outros, aumentando o risco do aparecimento de tumores (Xue et al., 2014). Estando 

estes compostos químicos em contacto com as células da mucosa jugal, torna-se pertinente a avaliação 

do seu impacto nestas células. 

Vários estudos foram realizados com o intuito de avaliar se o consumo de tabaco tem influência 

no aumento da frequência de micronúcleos. Foram analisados vários parâmetros relativos ao seu 

consumo, nomeadamente se o número de cigarros fumados por dia, o tipo de tabaco e o número de 

anos de consumo seriam relevantes no aparecimento de lesões genéticas (Bonassi et al., 2011; Naderi 

et al., 2012; Sellappa et al., 2009). 

No presente trabalho foi estudada a influência do tabaco por comparação do GF com o GC. 

Observou-se que a frequência de micronúcleos nas células da mucosa jugal do GF foi superior à 

frequência no GC, sendo esta diferença estatisticamente significativa (p=0,001), estes resultados estão 

de acordo com vários estudos realizados (Bansal et al., 2012; Bonassi et al., 2011; Gabriel et al., 2006; 

Naderi et al., 2012). Segundo Bansal et al. (2012), a frequência de micronúcleos num grupo de 25 

indivíduos fumadores é superior (11,96 ± 4,23) à de um grupo de 25 indivíduos não fumadores (4,17 ± 

2,99), sendo esta diferença estatisticamente significativa (p=0,003). Contudo, o estudo Angelieri et al. 

(2010b) revelou não existirem diferenças estatisticamente significativas na frequência de micronúcleos 

entre um grupo de 15 indivíduos fumadores e um grupo de 17 não fumadores. Por outro lado, o estudo 

realizado por Bonassi et al. (2011) que investigou o padrão de lesões genéticas associadas ao número 

de cigarros fumados por dia, demonstrou que os indivíduos que não tinham hábitos tabágicos tinham 

uma frequência de micronúcleos inferior ao dos indivíduos que tinham hábitos tabágicos e que 

consumiam mais de 40 cigarros por dia. 

No presente estudo, o género masculino do GF apresenta uma frequência de micronúcleos 

idêntica ao género feminino (Tabela 14). O grupo etário dos 53 - 65 anos apresentou uma frequência 

de micronúcleos mais baixa comparativamente aos restantes grupos etários (Tabela 15). Nos restantes 

grupos etários com o aumento da idade foi verificado um aumento do número de micronúcleos, não 

existindo contudo diferenças estatisticamente significativas. 

Através dos resultados obtidos é possível inferir que o fumo do tabaco está relacionado com o 

aumento da frequência de micronúcleos na mucosa jugal, suportando a hipótese 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 número de células 

binucleadas da mucosa jugal após o exame de ortopantomografia (Tabela 17), não tendo sido 

observadas diferenças estatisticamente significativas (p=0,275). 

Quando se comparou o número de células binucleadas registadas no GC e no GF verificou-se 

que o número de células binucleadas é superior no GC (Tabelas 16 e 18), embora esta diferença não 

seja estatisticamente significativa (p=0,155). Resultados semelhantes foram obtidos por Khlifi et al. 

(2013) quando comparou um grupo de 13 fumadores com um grupo de 44 não fumadores. O grupo de 

fumadores apresentou uma frequência de células binucleadas da mucosa jugal menor (2,83 ± 1,73) 

que o grupo de não fumadores (3,95 ± 1,90), sendo esta diferença estatisticamente significativa 

(p=0,046). Também no estudo de Raj e Mahajan (2011) observou-se que com o aumento da dose de 

radiação ionizante existiu um aumento do número de células binucleadas, indo ao encontro dos 

resultados obtidos no nosso GE. 

Perante os resultados apresentados, a realização de mais estudos em células da mucosa jugal, 

envolvendo um grande número de amostras, poderá ajudar na compreensão do aparecimento deste 

tipo de células face à exposição a agentes genotóxicos, como a RI ou o fumo do tabaco. 
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CAPÍTULO 5 

 

Conclusões e Trabalhos Futuros  

 

O impacto causado pela exposição à RI em atos médicos, quer de diagnóstico quer de 

intervenção terapêutica, tem-se revelado de grande importância, mas também de grande preocupação 

pela necessidade crescente de compreender melhor as possíveis lesões causadas a nível celular. A 

segurança do paciente deve ser considerada como um elemento importante na prestação e na melhoria 

da qualidade dos cuidados de saúde. O desenvolvimento de novos equipamentos que assegurem 

baixos níveis de emissão de RI e que permitam, ainda assim, adquirir imagens com boa qualidade de 

diagnóstico, deve ser tido como um objetivo prioritário, promovendo, deste modo, menores índices de 

exposição quer dos pacientes quer dos profissionais. 

Neste estudo foi possível concluir que quer a exposição ao fumo do tabaco quer a exposição à 

RI proveniente de exames de ortopantomografia, induzem o aparecimento de micronúcleos nas células 

da mucosa jugal. Relativamente às células binucleadas verificou-se que existe uma variação na 

frequência destas células, consoante o tipo de agente genotóxico a que as células da mucosa jugal são 

expostas. 

As ortopantomografias expõem o paciente a valores de dose de radiação relativamente baixos 

em comparação com outros procedimentos de diagnóstico médico. Os resultados no GE não são 

totalmente concordantes com os resultados provenientes de outros estudos (que apresentaram 

diferenças não significativas) tendo apresentado diferenças estatisticamente significativas. Estudos 

epidemiológicos envolvendo um grande número de amostras podem revelar mais acerca da influência 

da exposição a baixas doses de RI dos exames de ortopantomografia em células da mucosa jugal. 

Por outro lado, o estudo dos diferentes estadios de apoptose nas células da mucosa jugal após 

a exposição a RI nos exames de ortopantomografia, seria uma abordagem interessante no 

conhecimento dos mecanismos celulares envolvidos na resposta das células da mucosa jugal à RI. A 

mesma abordagem poderia igualmente ser utilizada para estudar os efeitos tóxicos induzidos pelo 

tabaco sob as células da mucosa jugal. 
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Procedimento de Análise 

Preparação de Material Biológico para Análise de Micronúcleos em Células 

Esfoliadas 

 

1. Objectivo: Obtenção de células da mucosa jugal para análise da lesão genética através do 

ensaio do micronúcleo. 

 

2. Campo de Aplicação: Investigação de efeitos genotóxicos produzidos pela radiação ionizante 

em células da mucosa jugal. 

 

3. Soluções e Reagentes: 

3.1. Mistura Fixadora: metanol absoluto/ ácido acético glacial (3:1) (v/v) (solução 

extemporânea, deve ser mantido a -20ºC depois de feita). (40 mL) 

3.2. Solução de PBS (10 mL); 

3.3. Giemsa - Giemsa 10% (v/v) 10 mL Giemsa, previamente filtrado, mais 90 mL tampão 

fosfato 0.01 M, pH 6,8. 

3.4. Entellan. 

 

4. Equipamentos Utilizados: 

4.1. Bata; 

4.2. Luvas descartáveis; 

4.3. Espátulas de café (estéril); 

4.4. Tubos de plástico; 

4.5. Pipetas de Pasteur de plástico; 

4.6. Hotte; 

4.7. Frasco com capacidade para 40 mL (Mistura fixadora); 

4.8. Pipeta de vidro com capacidade para 10 mL (Ácido acético); 

4.9. Pipeta de vidro com capacidade para 30 mL (Metanol); 

4.10. Lâminas; 

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

4.12. Pompette; 

4.13. Centrífuga; 

4.14. Frasco para resíduos biológicos (colocar lixívia a 10%); 

4.15. Pipetas de Pasteur de vidro; 

4.16. Frasco para resíduos da mistura fixadora; 

4.17. Frasco com capacidade para 100 mL; 

4.18. Tiras de pH; 

4.19. Caixa de lâminas; 

4.20. Pinça; 
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4.21. Lamelas; 

 

 

5. Procedimento: 

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

5.2. As células são removidas com uma espátula de plástico esterilizada, fazendo movimento 

de baixo para cima de modo a retirar o maior número de células da mucosa jugal do dador. 

(Bochecha Direita ou Esquerda). 

5.3. A colheita é depositada num tubo de plástico, previamente etiquetado e identificado, 

contendo 5 mL de solução PBS. 

5.4. Centrifugar o tubo de plástico durante 5 min a 104xg à temperatura ambiente. 

5.5. Remover, cuidadosamente, o sobrenadante com o auxílio de uma pipeta de Pasteur de 

plástico, para um frasco de resíduos biológicos, deixando ficar apenas o sedimento celular 

no tubo de plástico. 

5.6. Adicionar 5 mL de solução PBS. 

5.7. Repetir o procedimento 5.4. e 5.5. 

5.8. Adiciona-se em cada tubo cerca de 4 mL de mistura fixadora fria (3.1.) com ajuda de uma 

pipeta de Pasteur de plástico (fazer movimentos giratórios em cada tubo, durante a queda 

das primeiras gotas de mistura fixadora). 

5.9. Centrifugar o tubo de plástico durante 5 min a 104xg à temperatura ambiente. 

5.10. Remover, cuidadosamente, o sobrenadante com o auxílio de uma pipeta de Pasteur de 

plástico, para um frasco de resíduos de mistura fixadora, deixando ficar apenas o 

sedimento celular no tubo de plástico. 

5.11. Repetição do procedimento 5.8., 5.9. e 5.10. 

5.12. Com a utilização de uma pipeta de Pasteur de vidro, faz-se a recolha de algumas células, 

e deixam-se cair sobre a lâmina com uma inclinação de 45º, deixando secar à temperatura 

ambiente para o outro dia. 

5.13. Após secagem das lâminas procede-se à coloração com Giemsa a 10%. 

5.14. Fazer imergir todas as lâminas numa solução de Giemsa, previamente filtrado, a 10% em 

tampão fosfato 0.01 M (pH 6,8), durante 10 minutos (3.3.) (não depositar a solução Giemsa 

diretamente sobre as lâminas). 

5.15. Passar as lâminas por água corrente. 

5.16. Deixar as lâminas secar à temperatura ambiente para o dia seguinte.  

5.17. Colocar sobre as lâminas 3 gotas de meio de montagem Entellan em cima de uma lamela 

e colocar por cima da lâmina (colocar a lamela devagar, com uma inclinação diminuindo o 

ângulo aos poucos). 
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Reagentes 

 

Metanol CARLO ERBA 

Ácido acético glacial CARLO ERBA 

Giemsa Merck 

Tampão fosfato 0,01M, pH 6,8  

(pastilhas) 
VWR, BDH Prolabo 

Entellan Merck 

 

 

Soluções 

 

Metanol: Ácido acético glacial (3:1) 
Para 1 L: 750 ml Metanol, 250 ml Ácido acético 

glacial. Solução extemporânea. 

PBS 

Para 1 L, pH 7,4 : 8g Nacl, N𝑎2HP𝑂4 · 12 𝐻2O, 

0,669 Na𝐻2P𝑂4 · 𝐻2O, 1L 𝐻2O destilada estéril. 

Temperatura ambiente. 

Giemsa 10% (v/v) 

10 mL Giemsa, previamente filtrado 100 mL 

tampão fosfato 0,01 M, pH 6,8. Solução 

extemporânea. 

 

 
 


