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“Hoje, enfrentamos muitos problemas. Alguns
criados por nos em consequéncia de diferencas ideologicas,
religiosas, raciais, economicas. Entretanto, chegou o momento
de pensarmos em um nivel mais profundo, em nivel humano,
e a partir dal apreciar e respeltar essa mesma condicao nos
outros seres humanos. Devemos construir relacionamentos
mais proximos, de confianca miitua, compreensiao e ajuda.
Todos queremos a felicidade e evitar o sofrimento. Todos
temos o mesmo direito de ser felizes, e ai reside a nossa
gualdade fundamental. Nio é necessario seguir filosofias
complicadas. Nosso proprio cérebro, nosso proprio coraciao é

o nosso templo. A filosofia é a bondade. ”
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RESUNO

Estudos demonstraram preocupagdo com o aumento progressivo do
numero de pessoas que sao expostas a radiagao ionizante nao natural
(Rl) e devido a associagdo destes com o risco de cancer. A RI,
dependendo da quantidade e intensidade da dose, é capaz de causar
mutacdes genéticas e danos irreversiveis as ceélulas, e a exposi¢cao
continua a radiacdo ionizante pode causar lesées na molécula de acido
desoxirribonucleico (ADN). Nos consultérios odontoldgicos, nas suas
diferentes especialidades os pacientes sao expostos a varias doses de
radiacdo X, seja para obtengdo de radiografia panoramica, periapical,
oclusal e/ou interproximal.

O presente trabalho analisou espécimes da mucosa gengival coletados de
12 individuos adultos jovens, expostos a radiacdo X para obtencido de
radiografia panoramica, nos periodos de 2 horas, 5 horas e cerca de 30
dias apds a exposi¢cdo. Laminas histolégicas foram confeccionadas para
andlise morfolégica microscopica dos espécimes, corados em
hematoxilina e eosina (H.E.), e imunomarcadas para a analise das
proteinas histona y-H2AX, Caspase 3 e PCNA, envolvidas na
identificacdo de quebra da fita do DNA, apoptose e na proliferacao celular,
respectivamente. Analises comparativas dos valores da frequéncia de
queratinécitos y-H2AX-positivo, de Caspase 3-positivo e de PCNA-

positivo, no epitélio gengival, entre os grupos experimentais nao



mostraram diferengas estatisticamente significantes (p > 0,05). A
expressao das proteinas Histona y-H2AX, Caspase 3 e PCNA, no epitélio
gengival ndo diferiram no periodo de duas horas, cinco horas e 30 dias de
exposicao a radiagdo X em aparelhos radiograficos com dose radioativa

média entre 0,084 e 0,086 Gray.

Palavras-chave: Radiagdo ionizante, Imunoistoquimica, Histona y-H2AX,

PCNA, Caspase 3, Mucosa gengival, Raios—X
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AESTRACT

Studies have shown concern with the progressive increase in the number
of people who are exposed to ionizing radiation not natural (IR) and
because of their association with cancer risk. The IR, depending on the
quantity and dose intensity, is capable of causing genetic mutations and
irreversible cell damage and, continuous exposure to ionizing radiation
can cause damage to the deoxyribonucleic acid (DNA) molecule. In dental
offices, in their different specialties patients are exposed to various doses
of radiation X to obtain panoramic radiograph, periapical, occlusal and / or
interproximal.

This study examined specimens of the gingival mucosa collected from 12
subjects young adults exposed to X-rays to obtain panoramic radiograph,
in periods of 2 hours, 5 hours and about 30 days after exposure.
Histological slides were prepared for microscopic morphological analysis
of specimens stained with hematoxylin and eosin (HE), and
immunostained for the analysis of y-H2AX histone proteins, Caspase 3
and PCNA involved in identifying DNA double strand break, apoptosis and
cell proliferation, respectively. Comparative analysis of the values of the
frequency y-H2AX positive keratinocytes, Caspase-3-positive and PCNA
positive in gingival epithelium between the experimental groups not
showed statistically significant differences (p> 0,05). The expression of
proteins Histone y-H2AX, PCNA and caspase 3 at the gingival epithelium

did not differ in the two-hour period, five hours and 30 days of exposure to

Francisco Margues de Wels Vetto
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X-radiation in X-ray devices with radioactive average dose between 0.084
and 0.086 Gray.

Keywords: ionizing radiation, immunohistochemistry, Histone yH2AX,

PCNA, Caspase 3, buccal mucosa, X-rays
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l. Jutrodugio

Existe uma preocupacdo geral com o progressivo aumento do
numero de pessoas que sao expostas a radiagao ionizante nao natural
(R1). M

A odontologia, em suas diferentes especialidades, faz o uso rotineiro
de exames radiograficos para auxiliar no diagnostico, planejamento e
controle terapéutico das doengas dentais e dos maxilares. A maioria dos
cirurgides-dentistas solicitam esse exame complementar no inicio dos
tratamentos odontolégicos e também como uma importante forma de
controle desses tratamentos. Desde o diagndstico até a finalizagdo dos
procedimentos, o paciente é submetido com frequéncia, a varias
exposi¢cdes de radiagdo X para obtengdo de diversos tipos de
radiografias. No periodo de um ano, do ponto de vista do paciente,
adicionado as possiveis exposi¢des de outros exames de imagens, como
por exemplo tomografia computadorizada, ele pode estar sendo exposto a
doses consideraveis de RI. [ Apesar das incertezas e divergéncias
consideraveis sobre os efeitos biolégicos na saude e na expectativa de
vida das pessoas, estudos sobre o risco da exposicdo a baixas doses
permanecem como temas de debates constantes na comunidade
cientifica. ¥ A quantificagdo deste risco é dificil de ser verificada, mas
sabe-se que o risco € proporcional a dose irradiada, a duragdo da
exposicao e do tipo de tecido que recebeu a radiacgo. B4

A exposicao Rl causa severas lesdes nas células devido a ionizagao
direta e, indiretamente, pela acdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) nas moléculas do acido desoxirribonucleico (ADN) levando a
quebras e mutagdes génicas. ° =71

Trabalhos verificaram que células expostas a baixas doses de
radiacao ionizante podem apresentar mecanismos de resposta de
natureza epigenética, ou seja, ndo ha evidéncia de mutacdo no material
genético mas ocorrem mudangas no metabolismo do ADN com alteragao
no nivel de metilacdo, modificacbes e modulacbes nas histonas e na

regulacdo de acidos ribonucleicos (ARNs) ndo codificantes. ¥ As
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mudangas na cromatina podem prejudicar a capacidade da célula em
realizar sua funcao e pode aumentar significativamente a probabilidade de
formacao de tumores. ['> 3!

O tecido irradiado nem sempre segue um comportamento linear em
relacdo a dose de radiacdo. Existem evidéncias da presenca de células
radio-resistentes e de células com hiper-radiossensibilidade. ['* = '® Em
termos gerais, danos provocados ao ADN pela exposi¢cao a RI incluem
danos por oxidagdes, ligagdes cruzadas entre as bases de pirimidinas,
delecbes de bases nitrogenadas, emparelhamento errébneo de
nucleotideos, ruptura de uma fita do ADN (Simple Strand Break - SSB),
ou ruptura da dupla fita do ADN (Double Strand Break - DSB), entre
outros. ' '® A DSB representa uma lesdo grave ao material genético por
possibilitar o aparecimento de aberragdes cromossémicas. A falta de
reparo DSB ou reparo errbneo resulta quase sempre em morte celular ou
em mudangas cromossdmicas como delecdes, translocacdes e fusdes de
cromossomos. ['% 19

A detecgdo da proteina histona H2AX fosforilada (y-H2AX), por
imunoistoquimica permite visualizar morfologicamente a ruptura da dupla
fita do ADN apresentando-se no nucleo da célula como pontos individuais
corados (focos pontuais), pela concentracdo das proteinas y-H2AX. 2% 211
O periodo de permanéncia desses focos nas células demonstra a
eficiéncia ou nao do processo de reparo do ADN, uma vez que a histona
y-H2AX, logo apds o reparo, € desfosforilada e as imunomarcagdes nao
sd0 mais evidenciadas. %

A deteccao da protease cisteina — acido aspartico 3 (CASPASE 3)
por imunoistoquimica permite visualizar morfologicamente a apoptose
celular, uma vez que a CASPASE 3 é ativada na apoptose por ambas as
vias extrinseca ou intrinseca. ** 2 Um zimogénio de CASPASE 3 (pro-
caspase 3) é necessario porque, se nao regulada, a atividade das
caspases poderiam matar as células indiscriminadamente. 2% Como uma
caspase executora, a pro-caspase 3 nao tem nenhuma atividade até ser
clivada por uma caspase iniciadora apds a ocorréncia dos eventos de

sinalizacdo de apoptose.
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A deteccdo do antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA) por
imunoistoquimica permite visualizar a proliferagao celular. A PCNA & um
homotrimero atingindo sua atividade circundando o ADN e atua
recrutando as proteinas envolvidas na replicagdo do ADN. ")

A analise da resposta celular apés exposicdo a baixas doses de
radiacao ionizante em tecidos que apresentam células com diferentes
capacidades proliferativas, como o epitélio da mucosa gengival, pode
contribuir para a observagao do comportamento celular quanto ao grau de
radio sensibilidade, bem como quanto a presenca de efeitos biologicos

e/ou efeitos adversos tardios induzidos pela Rl in vivo.
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2. Objetivos

O presente trabalho objetivou analisar espécimes da mucosa
gengival coletados de doze (n=12) individuos adultos jovens expostos a
radiacdo X, para obtencdo de radiografia panoramica, nos periodos de
duas horas (2h), cinco horas (5h) e cerca de 30 dias apos a exposigao. As
avaliagdes consistiram na obtencdo de laminas histolégicas parafinadas
para analise morfolégica microscopica da mucosa, coradas em H.E. e
analise imunoistoquimica (meétodo da peroxidase) utilizando-se os

biomarcadores proteicos y-H2AX, PCNA e Caspase 3.
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3. METODOLOGI#

5.1. Delineaments Enperimental

Foram selecionados pacientes que tinham a necessidade de
exodontia dos quatro terceiros molares permanentes inclusos, sendo
necessario que estes pacientes fossem submetidos a radiografia
panoramica para auxiliar no planejamento cirurgico do caso.

As radiografias foram realizadas nos periodos de duas ou cinco
horas antes do procedimento cirurgico (Tabelas 1 e 2), e as cirurgias
foram realizadas em duas etapas, sendo que em uma primeira etapa foi
feita a exodontia de um dos lados da face do paciente e, cerca de 30 dias
apods, a exodontia dos molares do lado oposto.

Logo apdés a exodontia dos terceiros molares em cada uma das
fases, foram coletados espécimes gengivais da regido e, estes eram
imersos em fixador a 4% de formaldeido (Sigma Chemical®).

Este estudo foi submetido ao Comité de ética em Pesquisa da FOA-
UNESP por meio do sistema Plataforma Brasil para registro na Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Saude
do Ministério de Saude (CAAE: 06008413.9.0000.5420).

5.2. Processaments Fistologico das rbwostas

Os espécimes gengivais foram submetidos ao processamento
histolégico convencional, incluidos em parafina, e seccionados em
micrétomo com quatro micrdbmetros (um) de espessura. Foram coletados
cortes semi-seriados para analise histoléogica e contra coradas com
hematoxilina-eosina (H.E.). Para analise imunoistoquimica, as secgdes

histologicas foram submetidas a técnica da imunoperoxidase indireta
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empregando-se o0s seguintes anticorpos primarios: anti-y-H2AX de
humano policlonal, gerado em coelho (1:100; sc 101696 - Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA); anti-antigeno Nuclear de proliferacdo
nuclear (PCNA) gerado em camundongo (1:200; VP p980 — Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA) e anti-caspase 3 gerado em
camundongo (1:100; sc 271759 - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA). (Figuras 2 e 3)

3.3, sudtise bistoligiea

Foram utilizadas quatro sec¢des histologicas da mucosa gengival
para se efetuar a andlise histologica do epitélio. Selecionou-se seis areas
histolégicas proximas a camada basal do epitélio para efetuar as analises
imunoistoquimica. Para a analise microscéopica considerou-se os
seguintes parametros: padréo de celularidade, estruturagdo das camadas
epiteliais e de integridade do tecido epitelial; padrédo de celularidade,
estruturagdo e integridade do tecido conjuntivo. As imagens foram
capturadas utilizando-se de camara digital (AxioCam, Carl Zeiss)
acoplada ao microscopio O6ptico (AxioLab®) e conectada a um

microcomputador.

5.4, rdlise Tmunoistoguimica

Imagens da camada basal do tecido epitelial gengival das secgdes
histolégicas imunomarcadas com Caspase-3, y-H2AX e PCNA foram
adquiridas. Com auxilio do programa de analise de imagens (ImagedJ) foi
realizada a mensuragao de seis areas histologicas de 100 micrébmetros
quadrados (um?) cada e a quantificagdo das células com imunomarcagao

positiva. Tais valores foram expressos por um? sob a forma de média +
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(mais ou menos) erro padrédo. Todas as analises foram realizadas por um

histologista previamente calibrado por meio de um teste cego.

5.5. rwdlise Estatistica doo Dados

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa
GraphPad Prism 5. Foram empregados os testes de Shapiro-Wilk e pos-
teste de Mann Whitney para o estabelecimento das comparagdes entre os
diferentes grupos experimentais e periodos. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (p<0,05).
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¢ RESHLTADOS

Gl Adlise Fiotoligica da Yengiva

Pode-se observar a mucosa gengival com epitélio estratificado
pavimentoso sobreposto ao tecido conjuntivo ambos apresentando
caracteristicas bem preservadas, seguindo os padrboes de celularidade,
estruturagcdo e integridade tecidual. No epitélio pode-se observar
nitidamente, as diferentes camadas celulares: basal, espinhosa,

granulosa e superficial (Figura 1).

4.2, Padhio de Tmumomancagio

A técnica imunoistoquimica empregada para deteccao de y-H2AX,
Caspase 3 e PCNA mostrou especificidade na deteccao de tais proteinas,
a qual foi comprovada pela auséncia total de marcagdo no controle
negativo da reacdo (Figuras 2 e 3). As células imunorreativas
apresentaram uma coloragado marrom escura confinada ao nucleo para
PCNA e para y-H2AX. A imunomarcagdo para caspase-3 estava

localizada no citoplasma das células.

Q2.1 Y-AeAX no Epititio da Wucosa Gengival (Regizo de Tencetns-olar)

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos de
duas horas (2h) e 30 dias (p= 0,0921) (Tabela 3 e 4) e, cinco horas (5h) e
30 dias (p=0,37) (Tabela 5 e 6) (Figura 2).
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4.2.2. PLONA wo Epitidin da Mucosa Gengival (Regido de Tencetro-Wotar)

A quantidade de células PCNA-positivas no epitélio da mucosa
gengival ndo apresentou diferenca estatistica significante quando se
comparou os grupos de duas horas (2h) e 30 dias (p=0,46) (Tabela 7 e 8),
e cinco horas (5h) e 30 dias (p=0,37) (Tabela 9 e 10) entre si (Figura 3).

4.2.5. CASPASE 3 we Epitdlin da Mucosa Gengival (Regide de Tencetro-
Holar)

A quantidade de células Caspase-3-positivas n&o diferiu
estatisticamente nos grupos de duas horas (2h) (p=0,22) e de cinco horas
(5h) (p=0,87) quando comparados com os grupos de 30 dias (Tabela 11 -
14) (Figura 2).
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5 DISCUSSHO

O presente estudo verificou a ocorréncia de focos de
imunomarcagdo da proteina histona y-H2AX, em bidpsias de mucosa
gengival de individuos expostos a radiagdo X para obtengcdo de
radiografia panoréamica. Os valores da frequéncia de queratindcitos y-
H2AX-positivos no epitélio gengival, entre os grupos experimentais, nao
demonstraram  diferencas  estatisticamente  significantes  quando
comparados entre si. Tanto para o grupo avaliado no periodo de duas
horas e trinta dias (p= 0,0921) (Tabelas 3 — 4), quanto aos grupos do
periodo de cinco horas e trinta dias (p= 0,29) (Tabelas 5 - 6). Neste
estudo, a comparagao pelo teste estatistico Mann Whitney, para os
grupos de duas horas e 30 dias, revelou valor de p relativamente proximo
ao valor de significancia e mostrou uma tendéncia de os queratindcitos
apresentarem maior frequéncia de y-H2AX-positivos no grupo de duas
horas.

No presente trabalho, quando a média da frequéncia dos valores
absolutos de queratindcitos y-H2AX-positivo sao representados em
porcentagem, observamos aumento de 62% na frequéncia dos mesmos,
no periodo de duas horas quando comparado ao periodo de trinta dias
(Tabelas 3 — 4). Isto demonstra que o pequeno numero de amostras
analisadas pode ter influenciado os resultados para esse grupo, além de
deixar em evidéncia a variagao no perfil de resposta que é préprio de
cada individuo, no que se refere ao biomarcador em analise.

Existem trabalhos na literatura demonstrando a eficiéncia da
proteina histona y-H2AX como marcador para biomonitoramento de dano
no ADN em mucosa gengival em cultura in vitro. 239,

Um estudo preliminar desenvolvido por nosso grupo de pesquisa
verificou por imunoistoquimica, os queratindcitos esfoliados da mucosa
gengival de 14 individuos, demonstrando ja na primeira hora apds a
exposicao desses individuos a radiagdo X, aumento estatisticamente

significante na frequéncia dos queratinécitos com focos y-H2AX-positivos
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quando comparados com o0s nao irradiados, coletados do mesmo
individuo antes da exposicao.

O presente estudo verificou também a ocorréncia de queratinécitos
PCNA-positivos e, Caspase 3-positivos, ambos biomarcadores envolvidos
no processo de replicagdo do material genético da célula e nas vias de
morte celular programada, respectivamente.

No presente trabalho foram ainda investigados, no epitélio gengival a
proteina PCNA para observar o quanto a radiagcdo pode interferir no ciclo
celular. Os resultados em nosso estudo também ndo foram
estatisticamente significantes. Grupo de duas horas e 30 dias (p=0,46)
(Tabela 7 e 8), e cinco horas e 30 dias (p=0,37) (Tabela 9 e 10) entre si
(Figura 3). Os resultados da analise da frequéncia de queratindcitos
imunomarcados para a caspase 3, nao demonstraram aumento
estatisticamente significante entre os grupos. O periodo de duas horas
quando comparado com o de trinta dias revelou valor de p= 0,222
(Tabelas 11 e 12), e o periodo de cinco horas e trinta dias, valor de p=
0,87 (Tabelas 13 e 14) (figura 2).

Estudos demonstram que doses de radiagdo menores de 0,3 Gray
podem levar a célula & morte celular por apoptose ?°2% No presente
estudo, os valores médios das doses de radiacdo emitida pelo aparelho
de raios X mostraram-se bem inferiores que 0,3 Gray e semelhantes entre
os grupos: duas horas (0,084 Gray), e cinco horas (0,086 Gray) (Tabelas
1 e 2). Como se sabe, a resposta celular mediante a baixas doses de
radiacado tem relacao direta com a fase do ciclo celular e com mecanismos
de reparo ao dano no material genético da célula.

Em nosso estudo mesmo apresentando uma tendéncia no aumento
da proteina y-H2AX que se apresenta como um biomarcador de quebra
da fita do ADN, ndo observamos aumento de apoptose de queratindécitos
Caspase 3-positivos mediante a dose de radiacdo emitida pelo aparelho
odontolégico.

Alessio e colaboradores (2014) demonstraram que células

mesenquimais da medula éssea quando expostas a baixas doses de



44

radiacdo, apresentaram um desvio para aumento de células em
senescéncia ao invés de apoptose celular.

Estudos realizados por Marples e Collis (2008), demonstraram que
as células podem responder de maneira antagénica e dose-dependente
nao linear, com fase de resposta de hiper radiosenssibilidade seguida de
uma fase de radiorresisténcia aumentada em estudos sobre a resposta
celular a radiagao de baixas doses que variaram entre 0,01 a 0,6 Gray.

Estudos demonstram que dependendo da fase do ciclo celular (G1,
S, G2 e M) as células podem apresentar respostas diferenciadas a baixas
doses de radiagao. ***%. Uma vez observado o dano no material genético
da célula, a mesma induz a ativacao de diferentes proteinas mediadoras
(ATM, ATR, y-H2AX) que levam a parada do ciclo celular como um
mecanismo de frenagem para dar tempo ao reparo do dano.

No presente estudo mesmo ndo observando diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos quanto a frequéncia de
queratinécitos PCN-positivo, y-H2AX-positivo e Caspase 3-positivo no
epitélio gengival, mais estudos sdo necessarios para melhor
compreensao da complexidade do dano celular e do comportamento das
células mediante exposigao a RI.

No momento existe ainda a preocupagao para que os profissionais
da area odontolégica indiquem exames radiograficos mediante real

necessidade.






46

7. CONCLUSHO

Através da analise dos dados de 12 amostras de mucosa gengival
de individuos adultos jovens expostos a radiagdo X para obtencdo de
radiografia panoramica, pode-se concluir:

a) A expressao da histona y-H2AX no epitélio gengival ndo diferiu no
periodo de duas horas, cinco horas e 30 dias de exposi¢ao aos raios X;

b) A expressédo da proteina Caspase 3 no epitélio gengival n&o
diferiu no periodo de duas horas, cinco horas e 30 dias de exposi¢cédo aos
raios Xx;

c) A expressao da proteina PCNA no epitélio gengival nao diferiu
no periodo de duas horas, cinco horas e 30 dias de exposi¢ao aos raios x;
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FIFURAS E THBELAS

FIGURAS E TABELAS

Figura 1

A

Figura 1 - Fotomicrografia evidenciando o aspecto histolégico do tecido epitelial e do
tecido conjuntivo dos espécimes coletados. Em A observar a mucosa gengival com
epitélio (ep) e tecido conjuntivo (tc) apresentando caracteristicas bem preservadas. Em
B, um aumento do epitélio mostrando as suas diferentes camadas teciduais: 1, camada
basal, 2, camada espinhosa, 3, camada granulosa, 4, camada superficial. Coloragéo
HE. Aumento 100x (A); 400x (B)



49

Figura 2

Figura 2 - Fotomicrografia mostrando o padrao de Imunomarcagéo para y-H2AX (C) e
caspase 3 (D), no epitélio da mucosa gengival. Células y-H2AX-positivas com nucleo da
célula apresentando pontos individuais corados (focos pontuais) (D). Células Caspase 3-
positivas com coloragao citoplasmasmatica de cor marrom. Abreviagbes e simbolos: ep,
epitélio; tc, tecido conjuntivo; setas, células imunomarcadas. Contracoloragao: Fast

Green (C); Hematoxilina de Harris (D); Aumento original 400x (C-D).
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Figura 3

Figura 3 - Fotomicrografia mostrando a imunomarcagdo para PCNA no epitélio da
mucosa gengival. Observar o padrdo de imunomarcagdo com nucleos celulares de cor
marrom escura tanto na camada basal como na camada espinhosa do epitélio (E,G).
Auséncia total de marcagédo no controle negativo (F) e imunomarcagcdo PCNA-positiva
(G), Abreviagbes e simbolos: ep, epitélio; tc, tecido conjuntivo; setas, células
imunomarcadas. Contracoloragéo: Fast Green (E-G); Aumento original 400x (E); 100x (F-
G).



Grupo 2 horas e 30 dias

Individuo
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Grupo 5 horas e 30 dias

Individuo
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Tabela 1 - Grupo de Biopsias gengivais humanas coletadas cerca de 2 horas e
cerca de 30 dias apos a exposigdo a radiagdo panoramica.

Género

e W W i i o B

Dose de
radiagao
0,8775
0,8508
0,9042
0,8242
0,8508
0,8775

Periodo da 1°

coleta
1h30
3h50
2h34
2h23
2h42
2h35

Periodo da 22

Coleta

104

13
97
16
20
30

Tabela 2 - Grupo de Bidpsias gengivais humanas coletadas cerca de 5 horas e
cerca de 30 dias ap6s a exposigao a radiagao panoramica.

Género

Dose de
radiagao
0,8508
0,9042
0,7280
0,8242
0,8508
0,9042

Periodo da 12
coleta

6h47

5h39

5h17

5h41

5h20

4h11

Periodo da 2°

Coleta

13
39
17
13
22
42

Tabela 3 - Frequéncia de queratinécitos da mucosa gengival y-H2AX-positivos/pm?
de individuos expostos aos raios X, para obtencdao de radiografia panoramica.
Espécime coletado cerca de duas horas apés a exposi¢ado do individuo a radiagao

X.
Quantidade de células com imunomarcacgao positiva para /100 mm?
Gengiva Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6
(2h)
1 2 4 3 0 3 5
2 7 5 10 8 9 3
3 8 9 8 7 6 6
4 16 14 9 8 8 10
5 8 10 5 8 4 6
6 16 9 10 6 9 10
Média Geral
EP

Valor de p

Média

2,833
(100%)
7,000
(140%)
7,333
(163%)
10,833
(271%)
6,833
(79%)
10,000
(375%)
7,47
(162%)
1,153
0,0921



Quantidade de células com imunomarcacao positiva para y-H2AX/100 mm?
Area 2

Gengiva
(30 dias)
1
2
3
4
5
6

Média Geral

EP
Valor de p

Quantidade de células com imunomarcacgao positiva para y-H2AX/100 pm?
Area 2
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Tabela 4 - Frequéncia de queratinécitos da mucosa gengival y-H2AX-positivos/pm?
de individuos expostos aos raios X, para obtencao de radiografia panoramica.
Espécime coletado cerca de 30 dias apos a exposi¢do do individuo a radiagao X.

Area 1

3

4

13

0

3

Area 3

3

4

10

Area 4

2

6

Area 5
5

4

Area 6

4

9

Média

2,833
(100%)
5,000
(100%)
4,500
(100%)
4,000
(100%)
8,667
(100%)
2,667
(100%)
4,61
(100%)
0,893
0,0921

Tabela 5 — Frequéncia de queratinécitos da mucosa gengival y-H2AX-positivos/pm?
de individuos expostos aos raios X, para obtencdao de radiografia panoramica.
Espécime coletado cerca de cinco horas apés a exposicao do individuo a radiagao

Area 1

X.
Gengiva
(5h)
7 6
8 5
9 9
10 5
11 4
12 3
Média Geral
EP

Valor de p

3

Area 3

5

Area 4

3

Area 5

3

Area 6

4

13

Média

4,000
(86%)
5,333
(114%)
9,167
(275%)
6,333
(93%)
4,333
(162%)
3,000
(100%)
5,36
(128%)
0,893
0,29
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Tabela 6 — Frequéncia de queratinécitos da mucosa gengival y-H2AX-positivos/pm?
de individuos expostos aos raios X, para obtencao de radiografia panoramica.
Espécime coletado cerca de 30 dias apos a exposicdo do individuo a radiagao X.

Quantidade de células com imunomarcagéao positiva para y-H2AX/100 um?

Gengiva Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Média
(30 dias)
7

6 4 5 5 5 3 4,667
(100%)
8 4 5 3 5 5 6 4,667
(100%)
9 4 3 2 3 4 4 3,333
(100%)
10 7 4 8 10 8 4 6,833
(100%)
1 4 3 4 2 2 1 2,667
(100%)
12 4 3 3 1 4 3 3,000
(100%)
Média Geral 4,194
(100%)
EP 0,630
Valor de p 0,29

Tabela 7 — Frequéncia de queratinécitos da mucosa gengival PCNA-positivos/pm?
de individuos expostos aos raios X, para obtencao de radiografia panoramica.
Espécime coletado cerca de duas horas apos a exposi¢do do individuo a radiagao
X.

Quantidade de células com imunomarcacéo positiva para PCNA/100 um?

Gengiva Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Média
(2h)
1

42 43 45 54 41 49 45,667
(93%)
2 19 31 25 26 25 26 25,333
(72%)
3 39 28 40 42 42 30 36,833
(81%)
4 46 35 49 58 57 43 48,000
(155%)
5 61 58 72 52 36 50 54,833
(104%)
6 32 24 33 27 40 30 31,000
(85%)
Média Geral 42,133
(101%)
EP 4,648

Valor de p 0,46
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Tabela 8 — Frequéncia de queratinécitos da mucosa gengival PCNA-positivos/pm?
de individuos expostos aos raios X, para obtencao de radiografia panoramica.
Espécime coletado cerca de 30 dias apos a exposi¢do do individuo a radiagao X.

Quantidade de células com imunomarcacéo positiva para PCNA/100 um?

Gengiva
(30 dias)

1

2

3

4

5

6

Média Geral

EP
Valor de p

Quantidade de células com imunomarcacao positiva para

Area 1
50
39
29
26
46

44

Area 2
50
31
36
33
48

34

Area 3

53

42

39

39

44

35

Area 4

54

33

47

37

77

38

Area 5
46
36
62
25
49

30

Area 6
41
29
60
26
51

39

Média

49,000
(100%)
35,000
(100%)
45,500
(100%)
31,000
(100%)
52,500
(100%)
36,667
(100%)
41,61
(100%)
3,507
0,46

Tabela 9 — Frequéncia de queratinécitos da mucosa gengival PCNA-positivos/pm?
de individuos expostos aos raios X, para obtencao de radiografia panoramica.
Espécime coletado cerca de cinco horas apés a exposicao do individuo a radiagao

X.
Gengiva Area 1
(5h)
7 25
8 61
9 34
10 22
1 44
12 47
Média Geral
EP

Valor de p

Area 2
33
55
21
33
42

41

Area 3
24
49
32
27
52

51

Area 4
36
50
31
31
39

55

) (/100 pm*
Area 5 Area 6
34 41
56 55
23 28
29 43
46 64
32 32

Média

32,167
(96%)
54,333
(126%)
28,167
(92%
30,833
(112 %)
47,833
(102%)
43,000
(99%)
39,389
(105%)
4317
0,37
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Tabela 10 — Frequéncia de queratinécitos da mucosa gengival PCNA-positivos/um?
de individuos expostos aos raios X, para obtencao de radiografia panoramica.
Espécime coletado cerca de 30 dias apds a exposicao do individuo a radiagao X.

Quantidade de células com imunomarcacéo positiva para PCNA/100 um?

Gengiva
(30 dias)

7

8

9

10

11

12

Média Geral

EP
Valor de p

Quantidade de células com imunomarcacao positiva para

Gengiva
(2h)

1

2

3

4

5

6

Média Geral

EP
Valor de p

Area 1
39
42
34
43
37

27

Area 2
35
45
34
26
50

26

Area 3
22
40
25
30
38

53

Area 4

25

41

34

23

48

41

Area 5
37
53
29
17
55

59

Area 6
44
38
27
26
52

54

Média

33,667
(100%)
43,167
(100%)
30,500
(100%)
27,500
(100%)
46,667
(100%)
43,333
(100%)
37,472
(100%)
3,234
0,37

Tabela 11 — Frequéncia de queratinoécitos da mucosa gengival Caspase 3-
positivos/um? de individuos expostos aos raios X, para obteng¢do de radiografia
panoramica. Espécime coletado cerca de duas horas apds a exposi¢cao do

individuo a radiagao.

Area 1
0

0

23

Area 2
0

0

23

Area 3

0

4

12

17

Area 4

0

3

14

15

Area 5

2

4

10

15

/100 pm?

Area 6
5

4

15

Média

1,167
(88%)
2,500
(375%)
2,333
(280%)
7,833
(1567%)
0,667
(57%)
18,000
(309%)
5,417
(315%)
2,523
0,222



56

Tabela 12 - Frequéncia de queratinoécitos da mucosa gengival Caspase 3-
positivos/um? de individuos expostos aos raios X, para obtengcao de radiografia
panoramica. Espécime coletado cerca de trinta dias apés a exposicido do individuo

a radiagéao

Quantidade de células com imunomarcacgao positiva para /100 pm?

Gengiva Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Média

(30 dias)

1 1 5 2 0 0 0 1,333
(100%)

2 2 2 0 0 0 0 0,667
(100%)

3 1 1 1 2 0 0 0,833
(100%)

4 1 0 0 0 1 1 0,500
(100%)

5 2 0 2 2 0 1 1,167
(100%)

6 22 0 10 0 1 2 5,833
(100%)

Média Geral 1,722
(100%)

EP 0,770

Valor de p 0,222

Tabela 13 — Frequéncia de queratinocitos da mucosa gengival Caspase 3-
positivos/um? de individuos expostos aos raios X, para obteng¢do de radiografia
panoramica. Espécime coletado cerca de cinco horas apdés a exposigcio do
individuo a radiagao.

Quantidade de células com imunomarcacgao positiva para Caspase 3/100 um?

Gengiva Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Média
(5h)
7

1 0 2 1 0 0 0,667

(57%)

8 6 5 4 0 0 0 2,500
(167%)

9 0 0 1 5 1 3 1,667

(67%)

10 0 0 0 0 0 3 0,500
(150%)

1 0 0 0 0 1 0 0,167

(50%)

12 2 1 3 1 0 0 1,167

(88%)

Média Geral 1,111

(93%)

EP 0,351

Valor de p 0,87



Quantidade
Gengiva
(30 dias)

7

8

9

10

1

12

Média Geral

EP
Valor de p

o7

Tabela 14 — Frequéncia de queratinoécitos da mucosa gengival Caspase 3-
positivos/um? de individuos expostos aos raios X, para obtengcdo de radiografia
panoramica. Espécime coletado cerca de trinta dias apds a exposig¢ao do individuo
a radiagao.

de células com imunomarcagao positiva para /100 pm?
Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area 6 Média
0 1 3 1 2 0 1,167
(100%)
0 0 3 2 0 4 1,500
(100%)
1 2 3 2 4 3 2,500
(100%)
0 0 1 0 0 1 0,333
(100%)
1 0 1 0 0 0 0,333
(100%)
0 8 0 0 0 0 1,333
(100%)
1,19
(100%)
0,332
0,87
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