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RESUMEN

La citologia exfoliativa es una técnica sencilla, no agresivay
bien aceptada por los pacientes, por |o que podria ser Gtil en el
diagndstico precoz del cancer oral. Sin embargo, su utilizacién
como método diagndstico de atipias epiteliales y especialmen-
te del carcinoma oral de células escamosas ha perdido impor-
tancia, sobre todo debido a su baja sensibilidad representada
por el elevado nimero de resultados fal sos negativos. Se atri-
buye esta baja sensibilidad adiversosfactores, entreellos: toma
inadecuada de la muestra, error en la técnica e interpretacion
subjetivadelos hallazgos citol 6gicos. Afortunadamente, enlos
ultimos tiempos, el desarrollo del andlisis cuantitativo, la
citomorfologia, € andlisis del ADN, la deteccién de marcado-
restumoralesy el andlisis molecular ha contribuido al resurgir
de esta técnica.

El objetivo deestetrabigjo eshacer unabreverevis on sobrelasgplica:
cionesdelacitologiaexfoliativaen d diagnéstico del cancer ord.

Palabrasclave: Cancer oral, citologia exfoliativa, citomorfolo-
gia, andlisis del ADN, marcadores tumorales, analisis
molecular.

INTRODUCCION

-Céancer Oral

El carcinoma de células escamosas (CCE) representa més del
90% delos canceres que afectan alacavidad oral (1). En Espa-
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fia, laincidencia del cancer oral es de 12 a 15 casos/100.000
habitantes/afio en varonesy de 2 a4 casos/100.000 habitantes/
afo en mujeres, y representa entre el 2 'y el 3% de todas las
muertes por cancer en nuestro pais (2). Latasa de superviven-
cia alos 5 afios es de 80% en estadios iniciales, 40% en
neoplasias con afectacién regional y menos de 20% para pa-
cientes con metastasis a distancia (3). La deteccion precoz en
estadios asintométi cos garantiza no solo un aumento en lasta
sas de supervivencia sino también unamejoraen lacaidad de
vida en consecuencia a tratamientos menos agresivos y
mutilantes (4). Sin embargo, en e momento del diagnostico
del cancer oral, el 36% de los pacientes presentan enfermedad
localizada, un 43% presentan enfermedad con afectacién re-
gional, un 9% presentan metastasis adistancia, y parael 12%
restante el estadio delaenfermedad no se puedeidentificar (5).
Estos resultados deben considerarse malos si setiene en cuenta
gue los carcinomas de cél ulas escamosas se forman en el epite-
lio superficial delacavidad oral, por lo que producen cambios
visibles precoces.

El retraso en el diagndstico se debetanto al paciente, que puede
no buscar atencidn ante una situacion oral inusual, como alos
profesionales del érea de la salud, que pueden no explorar las
lesiones adecuadamente.

-Citologia Exfoliativa Oral

Lacitologia exfoliativa oral se define como € estudio e inter-
pretacion de los caracteres de las células que se descaman, na-
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tural o artificialmente, delamucosaoral. Consiste en observar
a microscopio lamorfologia de las células epitelial es superfi-
cialesdespuésde sutoma, fijaciony tincion (6). Esunatécnica
sencilla, no agresiva, relativamente indolora y bien aceptada
por los pacientes, por lo que podria ser (til en € diagnostico
precoz del cancer oral. Sin embargo, €l uso de la citologia
exfoliativa oral para el diagndstico de atipias epiteliadesy es-
pecialmente del carcinomaoral de células escamosas ha perdi-
do importancia, sobre todo debido asu baja sensibilidad repre-
sentada por el elevado nimero de resultados fal sos negativos
(7). Seatribuye estabajasensibilidad adiversosfactores, entre
ellos: toma inadecuada de la muestra, error en latécnicaein-
terpretacion subjetiva de los hallazgos citol 6gicos (8).

En relacion alatoma de la muestra el uso del cytobrush (Fig
1.) parece aumentar €l nimero de células recogidas por mues-
tra, y permiteunamejor distribucién delasmismasen el porta-
objetos, 10 que podria aumentar la sensibilidad de la técnica
(9). Ademas, en los Ultimos tiempos, el desarrollo del andlisis
cuantitativo, la citomorfologia, €l andlisis del ADN, la detec-
cion de marcadores tumorales y los métodos de diagndstico
molecular han contribuido al resurgir de esta técnica.
-Citomorfometria

Ogden et a. (10) sugieren que lastécnicas cuantitativas, basa
das en la valoracion de pardmetros como las variaciones del
tamafio del nlcleoy del citoplasmay en ateracionesen lare-
lacién nucleo/citoplasma, pueden aumentar la sensibilidad
diagndsticadelacitologiaexfoliativaen e diagndstico precoz
del cancer oral por ser técnicas objetivas, precisasy reproduci-
bles (Fig 2).

Cowpe et a. (11) han demostrado que la citologia exfoliativa
es capaz de detectar cambios malignos, basandose en la deter-
minacion del areadel nlcleoy citoplasmaen frotistefiidoscon
Papanicolau. En este estudio, publicado en 1985, se basaron en
el cdlculo del &readel nicleo (AN), areadel citoplasma(AC) y
relacion nucleo/citoplasma (AN/AC) de células de la cavidad
oral, usando el método del planimetro, y concluyen que 50 cé&-
lulas son suficientes para proporcionar una vaoracion cohe-
rente en varias localizaciones de la cavidad oral. Desde enton-
ces, muchos estudios han sido realizados utilizando la técnica
descritapor estos autores paravalorar lainfluenciade diversos
factores sistémicos y externos en los parametros a ser medi-
dos. El planimetro fue sustituido por métodos de andlisis
semiautomético de iméagenes una vez que éstos mostraron ser
métodos més apropiados debido a que aumentan la vel ocidad,
exactitud y reproducibilidad de los resultados (12,13).

Cowpe et a.(14) encontraron que la disminucion del &rea del
citoplasma(AC) precedeaun aumento del &readel niicleo (AN)
en lostejidos que sufren transformacion maligna. Ademés, su-
gieren gue debido a la ausencia de una base de valores
citométricos normales, lamucosasanadel mismo paciente pro-
porcionaun control satisfactorio. Ramaesh T et al.(15) aplican
técnicas citométricas para determinar los diametros del nlcleo
y del citoplasmade células delamucosaoral normal, delesio-
nes displasicas y de carcinoma de células escamosas. Encuen-
tran que el didmetro del citoplasma se reduce a partir de las
células de la mucosa normal hacia las |esiones con mayor gra
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do de displasia, hasta adquirir su menor tamafio en las lesiones
de carcinoma de células escamosas. En relacion a didmetro
del nucleo, encuentran que éste va aumentando a partir de las
células normales hacialas células de lesiones con mayor grado
de displasia adquiriendo su mayor didametro en las células de
las |esiones de carcinoma oral.

Estos estudios demuestran el valor de la citologia exfoliativa
en el seguimiento de lesiones clinicamente sospechosas, pro-
porcionando un excelente test diagndstico adiciona para de-
tectar lesiones malignas iniciales, y que la reduccién del nu-
cleoy el aumento del citoplasma pueden ser indicaciones pre-
coces del cambio maligno.

-Contenido de ADN nuclear

La citometria estética permite la cuantificacion del contenido
de ADN en células obtenidas por citologia exfoliativa, sin em-
bargo, parael andlisisdel contenido deADN, latincion deruti-
na con Hematoxilina- Eosina es inadecuada, por 1o que se ne-
cesitan tinciones especial es para asegurarse que la cantidad de
ADN es proporcional alacantidad de tincion. La Reaccion de
Feulgen completa estos criterios, ya que es un procedimiento
detincién con carécter estequiométrico (esdecir, cadamolécu-
lafijada de reactivo de Schiff se corresponde con una porcion
constante y equivalente de molécula de ADN), lo que permite
conocer la cantidad de ADN que contienen las diferentes célu-
las que componen lamuestra. Lagran ventajadel procedimiento
es que sobre é puede realizarse la objetivacion de esta infor-
macion mediante espectrofotometria o técnicas de andlisis
digital de imégenes por densitometria de ADN (16).

Cowpe et a.(11) han demostrado que la mucosa clinicamente
normal en pacientes sanos muestra un perfil de ADN diploide,
mientras un perfil anormal de ADN se asocia con enfermeda-
des malignas (17). Sin embargo, aunque la mayoria de las le-
siones malignas orales presentan unos perfiles anormales de
ADN, algunas pueden ser diploides (18,19).

Lacombinacion delacuantificacion del contenido deADN con
lamorfometriacelular y nuclear, parece ser mésdiscriminatoria
a la hora de distinguir lesiones premalignas y malignas.
Remmerbach et al., (20) en un estudio prospectivo sobre el va-
lor diagndstico delacitologiaexfoliativaen el diagndstico pre-
coz del cancer oral, analizaron la citometriacelular y del ADN
en lesiones sospechosas de cancer. Encontraron una sensibili-
dad de 98,2%, y unaespecificidad de 100% a combinar ambas
técnicas. Concluyen que la citometria del ADN es una herra-
mientasensible, especificay objetivaparalaidentificacion pre-
coz de células neoplasicas en € frotis oral.

Ogden et al. (21) demuestran también su aplicacion en e se-
guimiento delesiones malignas después del tratamiento defini-
tivoy en la deteccién de recurrencias tumorales.
Recientemente, Sudbo et al. (22) demostraron, en cortes
histolgicos, que e contenido de ADN tiene valor prondstico
en leucoplasias de la cavidad oral. La tasa de malignizacion
para las lesiones diploides, tetraploides y aneuploides fue de
3%, 60% y 84%, respectivamente. Dosevaet al.(23) encontra-
ron, en el frotis de leucoplasias y liquenes que posteriormente
sufrieron degeneracion maligna, unadistribucion hipodiploide
o hipertetraploide en vez de un patrén de ADN diploide.



Med Oral 2004;9:355-61.

Schimming et al. (24) valoraron la correlacién entre la distri-
bucién deADN vy las caracteristicas clinico-patol gicas del car-
cinoma de células escamosas de la cavidad oral. Encontraron
un estadio (N) significativamente mas alto, unamayor frecuen-
ciade metastasis y una menor tasa de supervivencia en los tu-
mores no-diploides.

Asi, lacuantificacion del ADN nuclear podriaser Gtil parapre-
decir el comportamiento de |esiones potencia mente malignas,
establecer un prondstico en lesiones malignas y detectar
recurrencias post-tratamiento.

- dentificacién de marcadores tumor al es mediante inmunohi sto-
quimica

Laidentificacion de la expresion de marcadores tumorales en
células exfoliadas de la cavidad ora ha recibido un especia
interés. Entre elloslaexpresion de citoqueratinas ha sido moti-
vo de diversos estudios. El patron de expresion de las
citoqueratinas proporcionainformacion Util con respecto a es-
tado de diferenciacion celular (25), pero su potencia diagnos-
tico en ladeteccidn precoz del cancer oral eslimitado unavez
gue no hay un marcador de queratina presente en todas las le-
siones malignas 'y que no esté presente en la mucosa oral nor-
mal (26).

Sinembargo, laidentificacion de algunascitoqueratinas, €. K8
y K19 (27), puede representar un importante indicador de una
lesion maligna, particularmente si estd asociada con otros mar-
cadores, como por ejemplo €l perfil de ADN (28).
Lamutacién del gen supresor de tumor p53 es uno de los cam-
bios gendmicos mas frecuentes en el cancer humano (29). De
acuerdo con la mayoria de los estudios la p53 no es detectada
enlamucosaora normal (30-33), pero puede ser demostrada a
través de técnicas inmunohistoquimicas en el carcinoma de
células escamosas y lesiones potencialmente malignas de la
mucosa oral (34). De la misma forma ha sido identificada en
célulasdetumores malignos, obtenidas por citologiaexfoliativa,
pero no en mucosa normal (35).

Sin embargo, la demostracién inmunohistoquimica de la pro-
teina p53 no se puede asumir como un marcador absoluto de
mutaciones del gen p53, puesto que ésta puede ser resultado de
la estabilizacién de la proteina p53 salvaje (no mutada) (36).
Ademas, la mutacion del p53 esta presente solo en aproxima:
damente el 50% de los carcinomas de células escamosas de la
cavidad oral, lo que afiadiendo a hecho de que laexpresion de
p53 en tumores orales se ve en etapas avanzadas de la
carcinogénesis (37) lacitologia exfoliativa no es capaz de pro-
mover ladeteccion precoz basandose en ladeteccidn delap53,
dado que esta técnica es inapropiada para obtener muestras de
células basales a partir del epitelio intacto (38).

Lagran dificultad permanece en que no hay un Gnico marcador
presente en todas las lesiones malignas y que no esté presente
en lesiones benignas y en lamucosa oral normal (10).
-Analisis molecular

En la dltima década hemos experimentado un cambio en los
meétodos de diagndstico de un nivel histopatol 6gico a un nivel
molecular (39), y la citologia exfoliativa ha ganado importan-
ciacomo un método rgpido y facil de conseguir muestras de
ADN. Lapérdidadelaheterocigocidad (L OH) y otros cambios
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moleculares que participan en la carcinogénesis ora pueden
ser identificados en células exfoliadas (40- 42).

Huang et al. (43) utilizaron la Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para amplificar el ADN de células, obteni-
das mediante citologia exfoliativa, para el analisis del
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) en carcinomas orales. Encontraron que un 66% de los
casos estudiados presentaban pérdida de |a heterocigocidad en
el gen p53 en un punto, y un 50% presentd pérdida de la
heterocigocidad en otro punto (43).

LaPCRy laRFL P también fueron utilizadas parael andlisisde
marcadores de microsatélite, que son pequefias secuencias re-
petidas de ADN. Las mutaciones genéticas, LOH o desequi-
librio en los microsatélites (M), son caracteristicas de los
carcinomas de células escamosas de cabezay cuello, por 1o que
pueden ser utilizadas como marcadores moleculares de malig-
nidad. Nunes et a. (44), utilizando €l andlisis de microsatélite
en célulasexfoliadasdelacavidad oral por citologiaexfoliativa
y enjuagues bucales, identificaron pérdida de heterocigocidad
en 84% de los casos estudiados, aunque la identificacion de
esas alteraciones fue independiente del estadio del tumor. Su-
gieren que estatécnicapuede ser Util en el diagndstico precozy
en el seguimiento de los pacientes con cancer oral.

Spafford et al. (45), en un estudio similar, identificaron altera-
ciones genéticas (LOH o MI) entodaslas |esiones malignas de
la cavidad oral estudiadas. El hecho de que ningun paciente
sano ha mostrado ateraciones indica la gran especificidad de
latécnica

Probablemente, el andlisismolecular se conviertaen unatécni-
caesencial en el diagnostico y manejo del cancer oral (46). El
uso de estos marcadores moleculares permitira el diagndstico
precoz, identificando cambios antes de que éstos sean
clinicamente visibles, asi como la valoracién de la progresion
de éstosy su respuestaa distintostratamientos. Deigua mane-
rapodria ser Util en larealizacion de programas preventivos.

CONCLUSIONES

Lautilizacion de lacitologia exfoliativa para obtener muestras
para la aplicacion de técnicas sofisticadas de diagndstico,
citomorfometria, andlisis del contenido de ADN, y andlisis
molecular, parece ganar espacio como un método de diagndsti-
cofiable del cancer oral en sus estadios més precoces. Lasprin-
cipales ventajas clinicas de la citologia exfoliativa se deben a
gue esuna técnicarapida, no agresivay relativamente indolo-
ra, muy bien aceptada por |os pacientes, |o que permite que sea
practicada repetidamente en programas preventivos de
screening, en lesiones sospechosas ya identificadas o en el se-
guimiento de lesiones malignas postratamiento.
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ENGLISH

Applications of exfoliative
cytology in the diagnosis of
oral cancer

DiNniz-Freitas M, Garcia-GaRrcia A, CRESPO-ABELLEIRA A,
MARTINS-CARNEIRO JL, GANDARA-REY JM . APPLICATIONS OF EXFO-
LIATIVE CYTOLOGY IN THE DIAGNOSIS OF ORAL CANCER. MED ORAL
2004;9:355-61.

SUMMARY

Exfoliative cytology is asimple non-aggressive technique that
iswell accepted by the patient, and that istherefore an attractive
option for theearly diagnosis of oral cancer, including epithelial
atypias and especially squamous cell carcinoma. However,
traditional exfoliative cytology methods show low sensitivity
(i.e. ahigh proportion of false negatives) in the diagnosis of
these pathologies. Thislow sensitivity isattributableto various
factors, including inadequate sampling, procedural errors, and
the need for subjective interpretation of the findings. More
recently, the continuing devel opment of automated cytomorpho-
metric methods, DNA content determination, tumour marker
detection, and diverse molecular-level analyses has contributed
to renewed interest in exfoliative cytology procedures for the
diagnosis of oral cancer. The present study briefly reviews
developments in these areas.

Key words: Oral cancer, exfoliative cytology, cytomorphol ogy,
DNA analysis, tumour markers, molecular analysis.

INTRODUCTION

-Oral cancer

Over 90% of cancers of the oral cavity are squamous cell
carcinomas (SCCs) (1). In Spain, the incidence of ora cancer
is12 - 15 cases per 100,000 per annum in men, and 2 - 4 cases
per 100,000 per annum in women; oral cancers account for 2 -
3% of al cancer deaths (2). The 5-year surviva rateis80% for
theinitial stages, 40% for neoplasmswith regional involvement,
and less than 20% after metastasis (3). Early detection of
asymptomatic early stages offers not only an increased
probability of survival, but alsoimproved quality of lifeinview
of the reduced need for aggressive or disfiguring treatments
(4). However, studiesin the US (5) indicate that at the moment
of diagnosisof oral cancer, about 36% of patients show |ocalized
disease, 43% regional involvement, and 9% metastasis; in the
remaining 12% stage cannot be identified. The rather high
proportions of late diagnoses are a clear cause for concern,
especially if we bear in mind that squamous cell carcinomas
form at the epithelial surface, giving risetoclearly visibleearly
changes. Delays in diagnosis may be the “fault” of the patient
(for not seeking medical attention in response to unusual ora
symptoms) or of healthcare professionals (for not performing
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sufficiently detailed analyses of early lesions).
-Exfoliative oral cytology

Exfoliative oral cytology can be defined as the obtention and
characterization of cells from the surface of the oral mucosa.
The cellsmay bedetached naturally (asin mouthwash sampling)
or artificially (asin cytobrush sampling). Cytobrush sampling
(Fig. 1) ismorefreguently used, sinceit maximizesthe number
of cellsobtained, and facilitates their uniform distribution onto
the microscope slide, thus probably improving sensitivity (9).
Whether based on mouthwash or cytobrush sampling,
exfoliative oral cytology is a simple, non-aggressive, and
relatively painlesstechniquethat isreadily accepted by patients.
Characterization is traditionally based on microscopic
examination of fixed and stained cell smears(6). Unfortunately,
such methods show low sensitivity (i.e. a high proportion of
false negatives) in the diagnosis of oral cancers (7). This low
sengitivity isattributableto variousfactors, including inadequate
sampling, a high risk of procedura errors, and the need for
subjective interpretation of the findings (8). More recently,
however, the continuing development of automated
cytomorphometric methods, DNA content determination
methods, immunocytochemical methodsfor detection of tumour
markers, and diverse molecular-level analyses has contributed
to renewed interest in exfoliative cytology procedures for the
diagnosisof oral cancer. Inwhat follows, developmentsin these
areas are briefly reviewed.

-Cytomor phometry

Ogden et al. (10) suggest that quantitative techniques, based on
the evaluation of parameters such as nucleus area (NA),
cytoplasm area(CA), and nucleus-to-cytoplasm arearatio (NA/
CA), may increase the sensitivity of exfoliative cytology for
early diagnosis of oral cancers, since these techniques are pre-
cise, objective and reproducible (Fig. 2).

Cowpe et a. (11) demonstrated that exfoliative cytology is
capable of detecting malignant changes, through estimation of
NA/CA using the planimeter method in Papanicol au-stained
smears. This study, published in 1985, concluded that 50 cells
were sufficient to provideindication of malignant changes. Since
then, a number of studies have been carried out using the
technique described by these authors to evaluate the influence
of diverse systemic and externa factors on NA, CA and NA/
CA. In these studies planimeters have been replaced by
semiautomati cimage analysistechniques, which arefaster, more
accurate and more reproducible (12,13).

Cowpe et al. (14) found that tissues undergoing malignant
transformation typically show a reduction in CA before the
reduction in NA. They also suggested that samples of healthy
mucosa from the same patient provide the best controls.
Ramaesh et al. (15) used cytomorphometric techniquesto assess
nucleus diameter (ND) and cytoplasm diameter (CD) in nor-
mal oral mucosa, in dysplastic lesions and in squamous cell
carcinomas. They found that CD was highest in hormal muco-
sa, lower indysplastic lesions, and lowest in SCCs. By contrast,
ND waslowest in normal mucosa, higher in dysplastic lesions,
and highest in SCCs. These studies suggest that reduced nucleus
size and increased cytoplasm size are useful early indicators of
malignant transformation, and thus suggest that exfoliative
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Fig. 1. Obtaining an exfoliative smear with the CytoBrush® (Atalab; Barcelo-
na: Spain).
Toma de una muestra mediante CytoBrush® (Atalab; Barcelona: Espafia).

B

Fig. 2. Cytomorphometry. Nuclear and citoplasmic area measurements, with
theimage analysis system (Micro Image 3.0.1), in oral epithelial cells stained
by Papanicolau Method.

Estudio citomorfométrico. Cuantificacion del &readel nicleoy del citoplasma
con un sistema de andlisis digital de imagen (Micro Image 3.0.1), en células
del epitelio oral tefiidas por Papanicolau.

cytology is of value for monitoring clinically suspect lesions
and for early detection of malignancy.

-Nuclear DNA content

Static cytometry permits the quantification of DNA content in
cells obtained by exfoliative cytology. However, routine
haematoxylin-eosin staining is inadequate for this purpose, and
special techniquesarerequired to ensurethat staining intensity is
in proportion to DNA content. The Feulgen reaction meets this
criterion, since it is a stoichiometric procedure: in other words,
each fixed molecule of Schiff’sreagent correspondsto aconstant
and equivalent portion of the DNA molecule. Thegreat advantage
of this procedure is that staining intensities (and thus DNA
contents) can be determined automatically by spectrophotometry
or densitometry and digital image andysis (16).
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Cowpe et a. (11) have demonstrated that clinically normal
mucosain healthy patients shows adiploid DNA profile, while
malignant lesions typically show an abnormal profile (17).
However, and although the majority of oral malignant lesions
show abnormal profiles, some may be diploid (18,19).
Quantification of DNA content in conjunction with cell and
nuclear morphometry appears to be a more discriminatory
approach for distinguishing premalignant and malignant from
non-malignant lesions. Remmerbach et al. (20), in aprospective
study of the value of exfoliative cytology for the early diagno-
sisof oral cancer, analysed DNA content and cytomorphometric
data for suspect lesions. They found that joint use of these
approaches gave 98% sensitivity and 100% specificity for
detection of malignancy, and concluded that DNA cytometry
in conjunction with cytomorphometry is a sensitive, specific
and objective procedurefor the early identification of neoplastic
cellsin oral smears. Ogden et a. (21) aso demonstrated the
utility of DNA cytometry for monitoring malignant lesions after
definitive treatment, with the aim of detecting recurrence.
Recently, Sudbo et al. (22) showed that DNA content in tissue
sections is of value for diagnosis of leucoplakias of the oral
cavity. Malignant transformation rates for diploids, tetraploids
and aneuploidswere 3%, 60% and 84% respectively. In smears
from leucoplakias and lichens that subsequently became
malignant, Dosevaet a. (23) found hypodiploid or hyperdiploid
rather than diploid DNA profiles. Schimming et al. (24)
evaluated the correlation between DNA distribution and the
clinical-pathological characteristics of squamous cell
carcinomas of the oral cavity. They found that non-diploid
tumours had significantly more advanced stage, higher
metastasis rate, and lower patient survival rate. The
guantification of DNA content thus seems to be useful for
predicting the behaviour of potentially malignant lesions, for
establishing prognosis of malignant lesions, and for detecting
post-treatment recurrences.

-Immunohistochemical identification of tumour markers

The identification of tumoral markers, notably cytokeratins, in
smears from the oral cavity has attracted considerable interest.
Cytokeratin expression profile provides useful information on
cell differentiation status (25), but its potentia for early diag-
nosis of oral cancer is limited, since there is no cytokeratin
marker present in all malignant lesions but not in normal mu-
cosa (26). However, certain cytokeratins, such as K8 and K19
(27), are useful if not definitive indicators of malignancy,
particularly if their presence isinterpreted in conjunction with
other information, such as DNA profile (28).

Mutation of thetumour suppressor gene p53 isanother frequent
genomic change in human cancers (29). According to most
studies, p53 is not present in normal oral mucosa (30-33), but
is detectable by immunohistochemical methods in SCCs and
potentially malignant lesions of the oral mucosa (34). Likewise,
p53 has been detected in cells of malignant tumours obtained
by exfoliative cytology, but not in normal mucosa (35).
However, immunohistochemical detection of p53 cannot be
taken as definitive indication of a p53 mutation, since
immunohi stochemistry may likewise detect wild-type p53 (36).
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In addition, p53 mutations are present in only about 50% of
squamous cell carcinomas of the oral cavity; this, together with
the fact that p53 expression is only seen at advanced stages of
carcinogenesis (37), means that early diagnosis of oral cancers
on the basis of p53 detection in oral mucosa smears is not a
useful option, since exfoliative cytology does not obtain basal
epithelial cells (38).

In conclusion, then, we still lack specific tumoral markers
present in all malignant lesions of the oral cavity but absent
from benign lesions and normal mucosa (10).

-Molecular analyses

In recent decades we have seen a dramatic switch from
histopathological to molecular methods of disease diagnosis
(39), and exfoliative cytology has gained importance asarapid
and simple method for obtaining DNA samples. Loss of
heterogeneity (LOH) and other molecular changes indicative
of oral carcinogenesis can be readily identified in exfoliated
cells (40-42). Huang et al. (43) used PCR (polymerase chain
reaction) techniquesto amplify DNA from exfoliation samples
from ora carcinomas, for analysis of restriction-fragment length
polymorphisms (RFLPs). They found that 66% of the tumours
studied showed L OH at one position in the p53 sequence, while
55% showed LOH at some other location (43).

PCR and RFLP analysis have aso been used for the detection
of microsatellite markers, i.e. short repetitive DNA sequences.
Microsatellite mutations, LOH or instability (MI) are all
characteristic of the squamous cell carcinomas of head and neck,
and can thus be used as mol ecular markers of malignancy. Nunes
et a. (44) performed amicrosatellite analysis of cells sampled
from the oral cavity of oral and oropharyngeal cancer patients
by exfoliative cytology and by mouthwash, finding LOH in 84%
of samples, though with differences depending on tumour stage.
These authors suggested that techniques of this type may be
useful for early diagnosis and for patient monitoring.

In a similar study, Spafford et al. (45) identified genetic
aterations (LOH or MI) in al of the malignant lesions of the
oral cavity included in their sample. Conversely, none of their
healthy patients showed such alterations, indicating the very
high specificity of these methods.

Molecular analysis is set to become an essential technique in
the diagnosis and management of oral cancer (46). Foreseeably,
the use of molecular markerswill permit detection of malignant
changes before these become detectable clinically, and will
facilitate monitoring of tumour progression and response to
treatment. Techniques of this type may also be useful in
population preventive programmes.

CONCLUSIONS

Exfoliative cytology is becoming increasingly important in the
early diagnosis of oral cancers, as a procedure for obtaining
cell samples that can then be analysed by sophisticated
diagnostic techniques such as cytomorphometry, DNA
cytometry, and molecular analyses. Exfoliative cytology is a
simple and rapid, non-aggressive and relatively painless: it is
thus well accepted by patients and suitable for routine
application in population screening programmes, for early
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analysis of suspect lesions, and for pre-and? post-treatment
monitoring of confirmed malignant lesions.
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