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Assessment of cytology techniquesin oral mucosa of §dgren's syndrome patients
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es comparar dos técnicas de estu-
dio de citologia bucal, la citologia exfoliativa y de impresioén, para
evaluar cambios en la mucosa oral que permitan el diagnéstico no
invasivo de sindrome de Sjogren (SS). Pacientes: Se selecciona-
ron 50 pacientes apareados por sexo y edad, diagnosticados con
sindrome de Sjogren segun criterios del Consenso Americano-Eu-
ropeo. Los pacientes fueron distribuidos en tres grupos experimen-
tales: controles sanos (C), n = 14, boca y ojo secos sin SS (BO), n =
13, y con SS n = 23. Material y métodos: Para la citologia exfolia-
tiva se utilizé cepillo recolector de células (Citobrush) deslizandolo
a lo largo de la lamina de vidrio, fijandose posteriormente en etanol
al 95%. En citologias por impresién se utilizé papel de acetato de
celulosa (Milipore Hawp 304®), en tiras de un cm de longitud coloca-
das sobre la superficie de la mucosa bucal sobre el surco vestibular
superior inmovilizando el papel y presionando por tres segundos.
Se tifieron con técnica de Papanicolau (PAP). Se valor6 la mor-
fologia e histomorfometria, estudiando: area citoplasmatica (AC),
area nuclear (AN), relacién nacleo-citoplasma (N:C) y cantidad de
células por milimetro cuadrado (mm?). Resultados: Ambas técni-
cas nos permitieron observar en C: células epiteliales pavimentosas
aisladas, basdfilos, nucleos centrales normales, 20 a 30 por mm?,
relacion N/C 1:8. En el grupo BO: células aisladas, agrupadas y
plegadas, con citoplasma a predominio eosinéfilo, aumento de la
cantidad de células 40 por mm?, relacién nucleo-citoplasma relacion
N/C 1:4. En los pacientes SS se observé el area nuclear con croma-
tina méas densa, 400 células por mm?, y relacién N/C 1:2 en relacién
a BOy C. Hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos en todas las caracteristicas estudiadas. Conclusién: Po-
driamos inferir que la citologia por impresién puede ser utilizada
en el diagnéstico de lesiones orales y sistémicas en pacientes con
hiposalivacion.
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ABSTRACT

The aim of the present research project was to compare two
techniques for oral cytology study (exfoliative cytology and impression
cytology) in order to assess changes in oral mucosa which might allow
non -invasive diagnosis of Sjogren’s syndrome cases (SS). Patients:
50 patients were selected, patients were paired by age and gender,
and had been diagnosed with Sjogren’s syndrome according to criteria
of the American-European Consensus. Patients were distributed into
the following three experimental groups: healthy control group (C), n =
14, Dry mouth and eyes group without SS, (ME) n = 13, and SS group
n = 23. Material and methods: A cell harvesting brush (Cytobrush)
was used for the exfoliative cytology procedure, sliding it along a
glass plate and later fixating harvested cells in 95% ethanol. Cellulose
acetate paper (Millipore Hawp 304®) was used for the impression
cytology procedure. The paper was in 1 cm long stripes which were
placed on the oral mucosa surface above upper vestibular groove;
stripes were immobilized and pressure was applied for three seconds.
Papanicolau (PAP) technique was used for dyeing. Morphology and
histomorphology were assessed studying the following: cytoplasmic
area (CA), nuclear areas (NA) nucleus-cytoplasm relationship
(N:C) and amount of cells per square millimeter (mm?). Results:
Both techniques revealed the following in C: isolated single-layered
epithelial cells, basophils, normal central nuclei, 20 to 30 per mm?,
N:C ratio 1:8. In the eye and mouth group (EM): grouped and folded
isolated cells, cytoplasm with eosinophilic predominance increase of
cell amount to 40 per mm?, nucleus-cytoplasm relationship N/C 1:4.
SS patients showed the following: nuclear area with denser chromatin,
400 cells per mm?, and 1:2 N/C relationship with respect to mouth and
ears and control. Statistically significant differences wereobserved
among groups in all studied characteristics. Conclusion: We can infer
that impression cytology can be used in systemic and oral lesion’s
diagnosis in patients afflicted with hyposalivation.
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INTRODUCCION

El sindrome de Sjogren (SS) es una exocrinopa-
tia cronica autoinmune, de progresion lenta y etiolo-
gia desconocida. Se caracteriza por la sequedad de
mucosas, principalmente bucal (xerostomia) y ocular
(xeroftalmia), aunque con frecuencia puede produ-
cir sintomas por sequedad nasal, cutanea o vaginal.
Aungue en la mayoria de los pacientes la enfermedad
suele quedar localizada en las glandulas exocrinas
(manifestaciones glandulares),? por su caracter sisté-
mico suele tener manifestaciones extraglandulares.® El
abordaje para el diagnéstico del SS puede ser dificil,
controvertido y tardio. Incluye dos objetivos diferentes,
la evaluacién de los componentes oculares, salivales y
sistémicos y determinar si es una patologia primaria o
secundaria. Algunos de los criterios para diagnéstico
no son exactos y los pacientes pueden ser incorrecta-
mente evaluados, particularmente en las etapas inicia-
les.* Dentro de los criterios de evaluacion se valora la
sequedad del 0jo y boca, la determinacion de anticuer-
pos y biopsia de glandulas salivales menores.?5

Algunos estudios incorporan diagnéstico por ima-
genes, que son inespecificos, por lo tanto los criterios
de clasificacion le dan valor diagnédstico a la determi-
nacién de anticuerpos anti-Ro y anti-La, que pueden
encontrarse en otras enfermedades autoinmunes.®

La biopsia de glandulas salivales menores labiales
es una técnica invasiva que puede dejar secuelas a
nivel de la mucosa bucal.®

La citologia exfoliativa es un procedimiento sen-
cillo, no invasivo para el estudio de las células epi-
teliales de las mucosas, esta técnica se ha utilizado
en el diagnoéstico de ciertos tipos de lesiones orales,
la mayoria de ellas relacionadas con las enfermeda-
des virales y fungicas.®

El término de citologia de impresion fue introduci-
do por Egbert y cols. en 1977,72 se utilizd por primera
vez en la mucosa conjuntival. Posteriormente, diver-
sos autores han realizado modificaciones segun sus
necesidades, describiendo el uso de esta técnica para
estudiar la pureza del mucus sobre la superficie con-
juntival® y los cambios en la cromatina nuclear de las
células epiteliales, en el sindrome de Sjogren.

Debido probablemente a la escasez de estudios
sobre citologia por impresion para el examen de la
mucosa oral, el método convencional es todavia el
mas usado.

El objetivo del presente trabajo es comparar dos
técnicas de citologia, la exfoliativa y la de impresion,
en el estudio de la mucosa bucal en pacientes con
sindrome sicca y SS, que permitan un diagnéstico con
una técnica no invasiva.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se seleccionaron 50 pacientes (p) de la Unidad de
Reumatologia del Sanatorio Allende y Hospital Cér-
doba, ingresados consecutivamente, atendidos entre
enero de 2010 y enero de 2013, fueron distribuidos
en los siguientes grupos experimentales: 1. Controles
clinicamente sanos (C), n = 14; 2. Boca y 0jo seco sin
sindrome de Sjogren (BO), n = 13; 3. Sindrome de
Sjogren primario (SSp) n = 23.

Para el diagnostico del SS se emplearon los crite-
rios de consenso del grupo Europeo Americano de
Reumatologia.®

Se establecieron como criterios de exclusién pa-
cientes que estuvieran sometidos a quimioterapia o
radioterapia en la regién craneofacial, pacientes con
neoplasias en region de cabeza y cuello, pacientes con
desordenes psiquiatricos, pacientes con alteraciones
metabdlicas o ingesta de farmacos antihipertensivos,
psicofarmacos. Hepatitis C y B, HIV, sarcoidosis, Ig4.

Se determinaron los datos demograficos, clinicos y
exploracion de la cavidad oral.

M étodos

Para la técnica de citologia exfoliativa la toma de la
muestra la realiz6 un solo operador, se realiz6 con ce-
pillo recolector citologico (Citobrush) deslizandolo a lo
largo del portaobjetos, se fijé posteriormente en etanol
al 95%. Las muestras para citologias por impresion se
realizaron con papel de acetato de celulosa (Milipore
Hawp 304) de 45 pm de espesor, cortados en tiras
de 1 cm, se colocaron sobre la superficie de la mu-
cosa bucal sobre el surco vestibular superior, inmo-
vilizandolo por presion durante cinco segundos. Las
muestras se colocaron en alcohol 96° para su fijacion
y posterior coloracion.

Se obtuvieron células del surco vestibular superior.

La tincién de las muestras se realiz6 con la técnica
de Papanicolau (PAP).

Se realizé una valoracion morfoldgica que incluyo,
tipo celular predominante, ndcleos, agrupacion y ple-
gamiento celular e histomorfometria.

En el estudio histomorfométrico se evalud: area
citoplasmatica (AC), area nuclear (AN), la relacion
nucleo-citoplasma (N/C) y la cantidad de células por
1 mm?2. Las imagenes se obtuvieron con microscopia
Optica, y el analisis histomorfométrico se realizé con
un programa de Image Pro Plus 4.1.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del
Sanatorio Allende (CIEIS), bajo los lineamientos de la
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Asociacion Médica Internacional y se obtuvo consen-
timiento informado.

El andlisis estadistico se realizé mediante Test «t»
de Student para datos independientes, estableciendo
valor de p < 0.05 para significacion estadistica.

RESULTADOS

La edad media de los pacientes fue de 50 afos, el
86% fueron mujeres.

Ambas técnicas nos permitieron observar en C, cé-
lulas epiteliales pavimentosas aisladas regulares en
tamafo, basdfilas, nucleos normales en tamafio y for-
ma, centrales y picnoticos (Figura 1A). En BO células
aisladas, agrupadas y plegadas, con citoplasma a pre-
dominio eosindfilo y sin alteraciones nucleares (Figura
2B). En pacientes SS se observo area citoplasmatica
de menor tamafio, el area nuclear aumentada de ta-
mafio con cromatina méas densa (Figura 3C).

Citologia por impresion

En el estudio histomorfométrico de ambas técnicas
se observo en C una cantidad de 20 a 30 células por
mm? por campo, relacién N/C 1:8. En BO un aumento
de la cantidad de células 40 por campo mm? en co-
rrespondencia a C p < 0.01, relacion nucleo-citoplas-
ma relacion N/C 1:4 y en SS la relacion N/C 1:2 de
400 células por mm?, con un incremento estadistica-
mente significativo p < 0.001 en relacién a BOy C
(Figuras 4y 5).

DISCUSION

La citologia exfoliativa de la mucosa oral es cada
vez mas importante en el diagnéstico precoz de distin-
tas patologias locales y sistémicas, como un procedi-
miento para la obtencién de muestras de células que
luego puede ser analizada por técnicas de diagnéstico
sofisticadas tales como citomorfometria, citometria de
ADN vy analisis moleculares.®

Citologia exfoliativa
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Figura 4. Relacién nucleo/citoplasma en los distintos
grupos experimentales p < 0.01.

La aplicacion de programas de computacion sofis-
ticados ha cambiado el escenario e hizo que la inter-
pretacién de los resultados sean mas fiables.

La técnica de la citologia exfoliativa de las células
de la cavidad oral es simple y rapida, no agresiva, es
por lo tanto bien aceptada por los pacientes y adecua-
da para la aplicacion de rutina en los programas de
cribado de la poblacién para el analisis temprano de
las lesiones sospechosas y para la pre- y posmonitori-
zacion del tratamiento de las lesiones orales.012

La citologia por impresion utilizada en conjuntiva del
0jo, ha permitido evidenciar facilmente la metaplasia
escamosa en 0jo seco moderado y severo en pacien-
tes con SS contribuyendo a la confirmacion del diag-
néstico clinico y seguimiento de la enfermedad.*1¢

Es de destacar que no existen evidencias actuales de
gue este procedimiento sea utilizado en cavidad oral.

Nuestro estudio comparé ambas técnicas, exfo-
liativas y por impresion en términos de ajuste de la
muestra y coincidencia de diagndsticos en los grupos
detallados anteriormente.

Ambas técnicas de citologia nos permitieron reco-
nocer parametros semejantes como tipos de células,
color, tamafio y cantidad. En el caso de enfermedades
autoinmunes, tales como SS, aunque ambas técnicas
fueron eficientes para hacer el diagnéstico, la percep-
cion de agrupamientos celulares fue mejor caracteri-
zada en las preparaciones de citologia por impresion.

En el andlisis de las muestras se observé que las
citologias procesadas por impresion presentaron ven-
tajas, ya que la distribucién delgada y uniforme del
material celular permitié apreciar la forma de células
y nucleos con mas definicion, ademas se redujo la su-
perposicion de células y se observd la presencia de
polimorfonucleares.
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Figura 5. Numero de células en los distintos grupos experi-
mentales p < 0.01.

En el estudio histomorfométrico también la citolo-
gia por impresion presentd ventajas sobre la técnica
convencional, porque permitié una mejor observacion
de los pardmetros estudiados como los cambios en
la relacion nucleo-citoplasmatica de diversos grupos
experimentales.

En nuestro estudio los resultados asociados con
las observaciones clinicas y bioquimicas sugieren que
el SS puede producir alteraciones morfolégicas y fun-
cionales en las células epiteliales orales, detectable
por analisis microscépico y citometria utilizando las
técnicas de citologia.

CONCLUSION

Los datos preliminares de la descripcién histol4gi-
ca evidenciaron mayor detalle al utilizar la técnica por
impresion respecto a la exfoliativa. Podriamos inferir
gue la citologia por impresién puede ser utilizada en el
diagndéstico de lesiones orales y sistémicas en pacien-
tes con hiposalivacién.
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