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RESUMEN

La citologia por raspado es un procedimiento simple e incruen-
to que ha sido objeto de controversia sobre su validez real en
patologia oral. En los dltimos tiempos ha resurgido en base a
su aplicacién en el precancer y el cancer oral, tanto como meto-
dologfa diagndstica como predictiva y para la monitorizaciéon de
los pacientes. Se han desarrollado nuevas técnicas sobre aspectos
diagnésticos, como la aplicacién “brush biopsy”, y multiples
estudios moleculares sobre las células recogidas.

En esta revisién analizamos los aspectos mds novedosos en
relacion con las aplicaciones de la citologia por raspado o exfo-
liativa en la patologia oral cancerosa y precancerosa, dirigida de
un modo especial a los estudios moleculares y sus implicaciones
diagndsticas y prondsticas.
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INTRODUCCION

El céncer oral es la neoplasia maligna mas frecuente en la region
de la cabeza y cuello, siendo la mayoria carcinomas de células
escamosas. Una parte significativa de los carcinomas orales de
células escamosas (COCE) se desarrollan a partir de lesiones
premalignas como la leucoplasia (1).

Desgraciadamente la supervivencia en los pacientes con COCE
no ha mejorado en los dltimos 30 afios, manteniendo todavia una
tasa de supervivencia media a los cinco afios menor del 50% (1,
2). Por ello, y a pesar de los avances terapéuticos, el prondstico
general sigue siendo pobre (1-4).

Un factor fundamental de este mal pronéstico es el hecho de que

ABSTRACT

Scraped (exfoliative) cytology is a simple and harmless proce-
dure, which has been a controversial technique according to its
real validity in oral pathology. Lately it has re-emerged due to
its application in oral precancer and cancer as a diagnostic and
predictive method as well as for monitoring patients. New diag-
nostic techniques have been developed, such as “brush biopsy”
and multiple molecular studies using the cells collected.

In this review we are going to analyse the more novel aspects
related with the applications of the scraped or exfoliative cyto-
logy in oral precancerous and cancerous pathology, specially
focusing on molecular studies and their diagnostic and prog-
nostic implications.
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INTRODUCTION

Oral cancer is the most frequent neoplasia of the head and neck
region, being most of them squamous cell carcinomas. A signi-
ficant part of oral squamous cell carcinomas (OSCC) develop
from premalignant lesions such as leukoplakia (1).
Unfortunately, the survival of the patients with OSCC has not
improved in the last 30 years still showing a five year survival
rate lower than 50% (1, 2). That is why and in spite of the the-
rapeutic advances the general prognosis is still poor (1-4).

A fundamental factor of this bad prognosis is that a great pro-
portion of oral cancers is still diagnosed in advanced stages
and is treated late (1, 5). Early detection of a premalignant or
cancerous oral lesion will improve the survival and the morbidity
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todavia una gran proporcion de los canceres orales se diagnos-
tican en estadios avanzados y se tratan tardiamente (1, 5). La
deteccion precoz de una lesion oral premaligna o cancerosa va
amejorar tanto la supervivencia como la morbilidad asociada al
tratamiento (2, 4, 5). El pronéstico en el COCE diagnosticado
y tratado precozmente es muy bueno, con una supervivencia
media del 80% y una buena calidad de vida tras el tratamiento
(1, 2). No obstante, todavia no se ha progresado de un modo
satisfactorio en el descubrimiento de elementos predictivos es-
pecificos y ello a pesar de los muiltiples estudios realizados en
los ultimos afios (2, 5).

Los métodos diagndsticos cldsicos para las lesiones cancerosas
y precancerosas orales son el examen clinico y el estudio histo-
patoldgico del material obtenido por biopsia. El andlisis biopsico
es todavia la técnica mds aceptada para determinar de un modo
fiable la naturaleza de las lesiones de la mucosa oral.

La toma bidpsica es una prueba cruenta que implica actuar
quirdrgicamente, con limitaciones técnicas para algunos profe-
sionales y con implicaciones de orden psicolégico en algunos
pacientes. También presenta limitaciones en el caso de lesio-
nes extensas, en las que es importante seleccionar el lugar mas
adecuado, ya que las caracteristicas histopatolégicas pueden
cambiar dependiendo de la zona, lo que puede provocar un mal
diagndstico y un planteamiento terapéutico erréneo (2). Ade-
mads, el estudio bidpsico con ser fundamental, no deja de ser un
método diagndstico con sensibilidad limitada, en el que prima
en gran medida la subjetividad del patélogo observador.
Todos estos aspectos nos indican la importancia que tiene el
descubrir y desarrollar nuevos métodos diagndsticos, asi como
mejorar los ya conocidos, y buscar también dianas terapéuticas
para la enfermedad neopldsica oral (2, 6-8). Es importante que
las metodologias sean sencillas, poco cruentas y fiables, y que
nos permitan realizar un diagndstico y seguimiento satisfacto-
rios en los pacientes con lesiones precancerosas y cancerosas
orales.

En este sentido ha resurgido en los ultimos tiempos el interés
por la citologia oral en el precancer y el cancer oral (Fig. 1,2),
tanto como metodologia diagndstica como predictiva y para
la monitorizacién de los pacientes. Asistimos al desarrollo
de nuevas tecnologias sobre aspectos diagnésticos citoldgicos
clasicos, como la aplicacion “brush biopsy”, y a multiples es-
tudios moleculares de las células recogidas por este sistema
tratando de determinar la existencia de factores diagnésticos
y/o prondsticos (2, 7, 9).

Nuestro grupo ha publicado recientemente algunos trabajos
aplicando esta metodologia y resaltando su interés diagndstico
y prondstico en pacientes con precancer y pacientes con riesgo
de desarrollar un cancer oral (10, 11).

En este trabajo realizamos una revision de los aspectos mds
novedosos en relacion con las aplicaciones de la citologia por
raspado o exfoliativa en la patologia oral cancerosa y precan-
cerosa, dirigida de un modo especial a los estudios moleculares
y sus implicaciones diagndsticas y prondsticas.

ASPECTOS GENERALES

La citologia se viene aplicando al diagnéstico de las enferme-
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associated to the treatment (2, 4, 5). The prognosis in an early
diagnosed and treated OSCC is very good, with a mean survival
rate of 80% and a good life quality after the treatment (1, 2).
Nevertheless, no progress has yet been made in a satisfactory
way in discovering specific predictive elements in spite of the
multiple studies carried out in the last few years (2, 5).
Clinical examination and histopathological studies of biopsied
material are the classical diagnostic methods used for precance-
rous and cancerous oral lesions. The analysis of biopsic material
is still the most accepted technique to determine in a reliable
way the nature of the lesions in oral mucosa.

Biopsy is a bloody technique with surgical implications, te-
chnique limitations for some professionals and psychological
implications for some patients. It also presents limitations when
the lesions are large. In these cases it is important to select the
more appropriate place due to changes in histopathological
characteristics along the lesion. These changes may cause a
bad diagnostic and an erroneous therapeutic approach (2). Fur-
thermore, even though the biopsic study is fundamental, it is a
diagnostic method with limited sensitivity where one of the most
important features is the subjectivity of the pathologist.

All these aspects show the importance of discovering and deve-
loping new diagnostic methods as well as improving the ones
that are already known and also finding therapeutics targets for
oral neoplastic diseases (2, 6-8). It is important that the metho-
dologies are easy, reliable, harmless and that allow us to make
a satisfactory diagnosis and follow up of the patients with oral
precancerous and cancerous lesions.

In the last few years the interest for oral cytology as a diagnostic
and prognostic methodology and also for monitoring patients
in oral precancer and cancer (Fig. 1,2) has re-emerged. New
technologies over classical cytologic diagnostic aspects as the
“brush biopsy” application and multiple molecular studies of the
cells collected by these means trying to determine the existence
of diagnostic and/or prognostic factors are being developed (2,
7,9).

Our group has recently published some studies applying this
methodology and emphasizing its diagnostic and prognostic
interest in patients with precancerous lesions and those at high
risk of developing and oral cancer (10, 11).

In this review we analyse the more novel aspects in relation with
the applications of oral scraped or exfoliative cytology in oral
precancerous and cancerous pathology focusing on molecular
studies and its diagnostic and prognostic implications.

GENERAL ASPECTS

Cytology has been applied to diagnose oral diseases since Pa-
panicolaou and Traut validated it for diagnosing neoplasias of
the uterine cervix (12). Since then cytology began to be used
in the oral cavity as a cytopathologic diagnostic tool. Unfor-
tunately, it was a failure, mainly due to its bad employment in
processes where it was impossible to obtain good diagnostic
results (13, 14).

Oral cells which are going to be analysed after being spread on
a slide can be obtained by different physical systems of scraped
the surface of the mucosa, by rinsing the oral cavity or even

96



Medicina y Patologia Oral / Oral Medicine and Pathology

dades orales desde que Papanicolaou y Traut demostraran su
validez para el diagndstico de las neoplasias del cervix uterino
(12). Desde ese momento la citologia comenzé a practicarse
en la cavidad oral como un método de diagnéstico citopatold-
gico, cosechando desgraciadamente muchos fracasos, debido
principalmente a su mala utilizacién en procesos en los que era
imposible que diera buenos resultados diagnésticos (13, 14).
Las células orales que se van a analizar tras su extendido, pueden
obtenerse mediante diferentes sistemas fisicos de raspado de la
superficie mucosa, o mediante enjuague de la cavidad oral o bien
mediante una toma de muestra de saliva de los pacientes. No
obstante, la técnica con la que se obtiene un mejor material es la
de raspado, que se realiza a expensas de la separacion mecdnica
del epitelio mucoso con diferentes instrumentos. Por ello, consi-
deramos que es mas correcto hablar de “citologia por raspado”
que de “citologia exfoliativa” como se hace en el cervix.

La fiabilidad de distintos instrumentos empleados en citologia
oral por raspado ha sido analizada en diversos estudios (15, 16).
Elinstrumento empleado para realizar la toma citolégica debe ser
facil de usar en cualquier localizacion, provocar pocas molestias
y proporcionar un nimero adecuado de células epiteliales (16).
En estos trabajos se demuestra que el cepillo es un elemento
adecuado, debido a la facilidad en la toma y a la calidad de la
muestra citolégica bucal.

A las clasicas aplicaciones del estudio citolgico oral, como
son las candidosis orales, se han ido afiadiendo otras como el
estudio de la infeccion epitelial por el virus de Epstein-Barr en
lesiones orales de leucoplasia vellosa (17), ampliando el abanico
de sus posibilidades.

A pesar de la mejoria de los métodos de recogida del material
citolégico oral, esta metodologia sigue presentando problemas
en el diagndstico del cancer oral debido principalmente a la
existencia de falsos negativos tanto por realizar una toma no
representativa como por la subjetividad de la valoracion cito-
16gica (18).

Tratando de paliar estos defectos, en los ultimos afios hemos
asistido al desarrollo de un procedimiento diagnédstico de lesio-
nes orales malignas, llamado “brush biopsy”, en el que se realiza
la toma con un cepillo de disefio particular que permite penetrar
en el espesor de la mucosa y recoger material representativo de
las lesiones (9). Este método ha sido disefiado para que recoja
células desde la capa superficial a la basal del epitelio, y de ese
modo permita la deteccion de aquellas que son anémalas. La
valoracion de “malignidad” o “benignidad” se realiza mediante
un analisis asistido por ordenador (9).

Como los mismos defensores de este procedimiento sefialan,
esta técnica no sustituye en ningtin caso a la biopsia cldsica, y su
uso es complementario. Por ello, creemos que la denominacion
“brush biopsy” no es acertada, ya que puede dar lugar a equi-
vocos. Consideramos que seria mejor denominarlo “citologia
por raspado asistida por ordenador” o simplemente “oral brush
citology”.

Existen diferentes controversias en relacion con el verdadero
valor de esta técnica en la deteccion precoz del COCE. Se ha
sefialado la existencia de falsos positivos, demostrando una alta
sensibilidad (90%) pero una baja especificidad (3%) (19). No
obstante, estos datos han sido discutidos por otros autores en
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by taking a sample of saliva from the patients. Nevertheless
the technique with which a better material is obtained is the
scraped one that is performed by mechanically separating the
mucosal epithelium with different instruments. That is why we
consider that it is better to talk about “scarped cytology” instead
of exfoliative cytology as in cervix.

The reliability of the different instruments used in oral exfoliati-
ve cytology has been analysed in different studies (15, 16). The
instrument used for making cytologies should be easy to use in
any location, cause few annoyances and provide an adequate
number of epithelial cells (16). In these works it is shown that
the brush is an adequate instrument due to its ease in sampling
and to the quality of the oral cytologic sample.

To the classical applications of the oral cytologic studies, such
as oral candidiasis, others have been added, such as studying
the epithelial infection due to Epstein-Barr virus in oral lesions
of hairy leukoplakias (17), widening its possibilities.

Despite the improvements in the methods used for collecting
oral cytologic material this methodology still presents problems
in diagnosing oral cancer. Problems which are mainly due to
the existence of false negatives obtained as a result of a non
representative sample as well as the subjectivity of the cytologic
evaluation (18).

In order to palliate these defects, in the last few years we have
assisted to the development of a diagnostic procedure of ma-
lignant oral lesions called “brush biopsy”, in which the sample
is collected with a particularly designed brush that allows a
complete penetration in the thickness of the mucosa and collects
representative material of the lesions (9). This method has been
designed to collect cells from the upper to the basal layer of the
epithelium and in that way detect those cells, which are anoma-
lous. The malignancy or benignancy of the lesions is evaluated
by a computer assisted-analysis (9).

As the own defenders of this procedure remark, this technique
does not substitute in any case the classic biopsy and its use
is complementary. That is why we think that the name “brush
biopsy” is not appropriate because it may mislead. It would
instead be better to call it “computer assisted scraped cytology”
or just “oral brush cytology”.

There are multiple controversies related to the real value of
this technique in the early detection of OSCC. The existence of
false positives has been pointed out showing high sensitivity
(90%) and low specificity (3%) (19). Nevertheless, these data
have been discussed by other authors according to some partial
studies (20).

In a complete study developed by Potter et al. (21) four false
negatives of a total 115 analysed cases were found. Although
the amount of false cases is small it is important to emphasize
that the mean delay time in diagnosing a carcinoma in these
cases was of 117.25 days.

This technique according to our impression may be useful in
the early diagnosis of oral cancer. However, more independent
studies analysing its true validity and reliability as well as its
applicability and its improvement with other techniques are ne-
cessary. It is important to mention that it shall never prevail over
the classic biopsy and in all clinically suspicious lesions even
with a benign cytologic diagnosis a biopsy should be done.
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base a algunos estudios parciales (20).

En el completo estudio realizado por Potter et al (21) encuentran
4 falsos negativos de un total de 115 casos analizados. Aunque la
cantidad es pequefa hay que indicar que el retraso medio en el
diagnéstico del carcinoma en estos casos fue de 117,25 dias.
Nuestra impresion es que esta técnica puede ser util en el diag-
néstico precoz del cancer oral; no obstante, son necesarios mas
estudios independientes que analicen su verdadera validez y
fiabilidad, asi como su aplicabilidad y mejora con otras técnicas.
Es importante sefialar que nunca debe prevalecer sobre el estudio
bidpsico cldsico y que ante toda lesion clinicamente sospechosa,
atn con el diagnéstico citoldgico de benignidad es mandatorio
realizar una biopsia.

La aplicacion de la citologia en la deteccion de los fendmenos
displasicos ha sido motivo de miiltiples estudios con diferentes
resultados. En un estudio realizado en Sudan se propone que el
estudio citoldgico oral puede ser ttil como método diagndstico
precoz de atipia epitelial y por tanto de lesiones orales malignas
(22).

Remmerbach et al (23) analizaron la fiabilidad de la citologia
oral por raspado y su andlisis citométrico en el diagndstico
precoz del cancer oral. Los resultados de este estudio fueron
espectaculares ya que la sensibilidad de la citologia fue del
94,6% vy la especificidad del 99,5%. La valoracién de los ex-
tendidos aneuploides presento una sensibilidad del 96,4% y una
especificidad del 100%. Juntando ambas técnicas la sensibilidad
fue del 98,2% y la especificidad del 100%, con un valor pre-
dictivo positivo del 100% y negativo del 99,5%. En un estudio
posterior (24) concluyen que el estudio citolégico de extendidos
de lesiones orales sospechosas es un método sencillo y seguro
para la deteccion del cancer, y que el andlisis AgNOR en la
citologia oral puede ser utilizado como un método de rutina en
el diagnostico del cancer oral.

También se ha estudiado en citologias en la saliva de pacientes
tratados de COCE, el porcentaje de células apoptdticas (25).
Esta deteccion puede ser muy interesante para monitorizar la
reaccion frente a la quimioterapia. Recientemente, se ha demos-
trado la validez de la citologia oral por raspado para el andlisis
del nimero de células queratinizadas y de la actividad nucleolar
(AgNORs) en pacientes fumadores (26).

ANALISIS MOLECULAR

En gran medida el reciente interés por el estudio de la citologia
oral en la patologia cancerosa oral, se ha debido a la aplica-
cién de nuevas técnicas moleculares. El estudio genético de
marcadores moleculares permite detectar alteraciones antes de
que se produzcan cambios en la morfologia celular y de que
esos cambios sean clinicamente visibles (2). Mientras que la
evaluacion citoldgica oral cldsica es una labor intensa que re-
quiere un elevado grado de experiencia para la identificacién y
valoracion de células con morfologia sospechosa, el andlisis de
las alteraciones moleculares es objetivo, y trata de identificar
anomalias génicas especificas (8). Recientemente se ha demos-
trado la posibilidad de extraer ARN desde células obtenidas por
raspado, indicando su interés y utilidad en el diagndstico precoz
de lesiones premalignas y cancerosas orales (27).
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Multiple studies with different results have been carried out
analysing the application of the cytology in the detection of
displasic phenomena. In a study develop in Sudan the oral
cytologic analysis is proposed as a useful early diagnostic
method for epithelial atypia and therefore also for malignant
oral lesions (22).

Remmerbach et al. (23) analysed the reliability of oral cytology
and its cytometric analysis in the early detection of oral cancer.
The results of the study were amazing because the sensitivity of
the cytology was 94.6% and the specificity 99.5%. The evalua-
tion of an aneuploid slides showed a sensitivity of 96.4% and a
specificity of 100%. If both techniques are couple the sensitivity
increases to 98.2% and the specificity is of 100% with a posi-
tive predictive value of 100% and a negative one of 99.5%. In
a subsequent study (24) the author reached the conclusion that
cytologic analysis of the slides of suspicious oral lesions is an
easy and secure method for cancer detection and that AgNOR
analysis in oral cytology can be use as a routinely method for
diagnosing oral cancer.

In the smears of patients treated of OSCC the percentage of
apoptotic cells has also been studied (25). This detection can
be quite interesting for monitoring patients’ reaction to chemo-
therapy. The validity of oral cytology for analysing the number
of keratinised cells and the nucleolar activity (AgNORSs) in
smoking patients has recently been demonstrated (26).

MOLECULAR ANALYSIS

The recent interest for study oral cytology in oral cancerous
pathology has mainly been due to the application of new mo-
lecular techniques. The genetic analysis of molecular markers
allows the detection of alterations before changes in cellular
morphology occur and before these changes are clinically vi-
sible (2). While the classic oral cytologic evaluation is labour
intensive and requires a high expertise degree for identifying
and evaluating cells with suspicious morphology the analysis
of molecular alterations is objective and tries to identify spe-
cific genetic anomalies (8). The possibility of extracting RNA
from cells obtained by scraped has recently been demonstrated
emphasizing its interest and usefulness in the early diagnosis
of oral premalignant and cancerous lesions (27).

Nowadays cancer is considered as a process caused by the accu-
mulation of multiple genetic alterations, which affect the cell cycle
as well as normal cell differentiation. These alterations are mainly
acquired (somatic) although some of them may be inherited and
when they activate protooncogenes, inactivate tumour suppressor
genes or affect enzymes, which repair DNA, they could lead to
a neoplasic transformation.

Most of the oral cavity carcinogens are chemical (tobacco),
physical (radiation) and infectious (papillomavirus, Candida)
agents which act as mutagens and may cause changes in genes
and chromosomes structures by point mutations, deletions, inser-
tions and rearrangements (28). However, some of these changes
may occur spontaneously. These genetic alterations, which occur
during carcinogenesis, can be used as targets for detecting tumoral
cells in clinical samples (6, 8, 29).

Molecular analysis can identify a clone population of cancerous
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Fig. 1. Extension citolégica oral no patolégica. Células escamosas superficiales  Fig. 2. Extension citolégica oral de un carcinoma de células escamosas. Células

y acimulos de gérmenes. H&E 40x. tumorales atipicas y disqueratdsicas sobre un fondo sucio. Papanicolaou 40x.
Slide from a non pathologic oral cytology. Superficial squamous cells and germ  Slide from a squamous cell carcinoma oral cytology. Atypical and diskeratotic
accumulation. H&E 40X tumoral cells upon a dirty background. Papanicolaou 40X.
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Fig. 3. Deteccion de mutaciones en el gen p53 mediante la técnica SSCP (andlisis de polimorfismo de conformacion de hebra tnica) en
geles de poliacrilamida a partir de muestras citolégicas orales.

P53 mutations detection by SSCP method (single strand conformation polymorphism) in polyacrilamide geles using oral cytologic sam-
ples.
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por acumulacién de multiples alteraciones genéticas que afectan
tanto al ciclo celular como a la diferenciacion normal de las
células. Mayoritariamente, estas alteraciones son adquiridas
(somadticas) aunque algunas pueden ser heredadas, y cuando
activan protooncogenes, inactivan genes supresores de tumores
o afectan a enzimas cuya funcién es reparar el ADN, pueden
conducir a una transformacion neopldsica.

Los principales carcinégenos de la cavidad oral son agentes
quimicos (tabaco), fisicos (radiacion) e infecciosos (papiloma-
virus, Candida), que como mutdgenos pueden provocar cambios
en la estructura de genes y cromosomas mediante mutaciones
puntuales, deleciones, inserciones o reordenamientos (28). No
obstante, alguno de estos cambios se puede producir de forma
espontdnea. Estas alteraciones genéticas, que se producen duran-
te el proceso de carcinogénesis, pueden emplearse como dianas
para la deteccion de células tumorales en muestras clinicas (6,
8,29).

El andlisis molecular puede identificar entre las células norma-
les una poblacién clonal de células cancerigenas que posean
mutaciones puntuales especificas de tumor (29).

Las mutaciones del gen supresor de tumores p53, son las alte-
raciones genéticas mas frecuentes en el cancer humano (Fig.3)
y presentan una frecuencia variable en el cancer oral (30).
Diversos autores (11, 29, 31, 32), han estudiado y en algunos
casos demostrado, la potencial aplicacion clinica de la citologia
oral para la deteccion de las mutaciones puntuales en pS3 como
marcador neoplasico especifico del COCE. No obstante, algunos
autores (33), consideran que el elevado niimero de mutaciones
puntuales que se pueden encontrar en p53 restringe su potencial
aplicacion clinica en la deteccion precoz del cancer oral, ya que
no resulta rentable.

También se ha estudiado la aplicabilidad de otros marcadores
moleculares como las alteraciones epigenéticas (hipermeti-
lacién de regiones promotoras) y la inestabilidad genémica
como la pérdida de heterocigosidad (LOH) y la inestabilidad
de microsatélites(MSI) (7, 10, 33).

La metilacién es la principal modificacion epigenética en hu-
manos y parece que los cambios en los patrones de metilacion
pueden jugar un papel muy importante en la tumorogénesis (33).
Estas alteraciones epigenéticas a menudo estdn asociadas con
la pérdida de expresion génica y parece que son esenciales para
que ocurran los multiples eventos genéticos necesarios para la
progresion del tumor, ya que pueden inactivar genes reparadores
del ADN. La hipermetilacién de islas CpG, normalmente no
metiladas, en las regiones promotoras, se correlaciona con una
perdida de expresion génica (34).

Rosas et al. (33) estudiaron los patrones de metilacion de los
genes pl6, MGMT y DAP-K en carcinomas y en muestras de
saliva de pacientes con cancer de cabeza y cuello, y detectaron
patrones anormales de hipermetilacién en ambos, empleando
una PCR especifica de metilacion. Por ello, proponen que esta
técnica permite una deteccion eficaz y sensible de ADN tumoral
y es potencialmente 1til para detectar y monitorizar recurrencias
en estos pacientes.

Generalmente la inestabilidad genética viene indicada tanto por
la LOH, que refleja una pérdida alélica de la region gendmica
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cells (29).

Mutations in the tumour suppressor gene p53 are the most
frequent genetic alterations in human cancer (Fig. 3) and show
a variable frequency in oral cancer (30). Several authors (11,
29, 31, 32) have studied and in some cases demonstrated the
potential clinical application of oral cytology for detecting point
mutations in p53 as a specific neoplasic marker in OSCC. Howe-
ver, some authors (33) consider that the high number of point
mutations, which can be found in p53, limits its potential clinical
application in cost-effective early detection of oral cancer.
The applicability of other molecular markers such as epige-
netic alterations (hypermethylation of promoter regions) and
the genomic instability such as loss of heterozygosity (LOH)
and microsatellite instability (MSI) has also been studied (7,
10, 33).

The main epigenetic modification in tumours is methylation
and it seems that the changes in the methylation patterns can
play an important role in tumourogenesis (33). These epige-
netic alterations are often associated with the loss of genetic
expression and their occurrence seems to be essential for the
multiple necessary genetic events. So tumoral progression takes
place because these alterations can inactivate DNA repairing
genes. The hypermethylation of CpG islands, which are usually
unmethylated, in promoter regions is correlated with the loss of
gene expression (34).

Rosas et al. (33) studied the methylation patterns of p16, MGMT
and DAP-K genes in carcinomas and smears of patients suffering
head and neck cancer. They detected abnormal hypermethylation
patterns in both kinds of samples by a methylation specific PCR.
That is why they proposed that this technique allows a sensitive
and efficient detection of tumoral DNA and it is potentially use-
ful for detecting and monitoring recurrences in these patients.
Usually the genetic instability is determine by LOH, which
reflects an allelic loss in the genomic region where the locus
marker stands, as well as by MSI, which implies a change
in the length of the microsatellite loci. Several studies have
demonstrated by using microsatellite markers that alterations
in certain regions of chromosomes 3p, 9p, 17p and 18q are
associated with the development of head and neck squamous
cell carcinomas (35, 36).

Microsatellite regions are distributed along the genome and have
been widely and satisfactorily used as molecular markers for
carcinogenesis. Alterations in these regions have been used as
clonal markers and for detecting tumoral cells among normal
cells (37, 38). Analysis of these regions can reveal LOH or MSI
in the studied region (8).

Several authors (8, 39-41) have evaluated the analysis of
microsatellite loci (LOH and MSI) in oral cytologic samples
and tumoral tissue. They observed that the profile of changes
produced in the tumoral tissue was similar to the one observed
in the cytologic samples. They reached the conclusion that this
kind of analysis allows the detection of DNA from tumoral cells
of the cytologic samples. Spafford et al. (8) also pointed out that
when trying to detect tumoral cells among normal cells in oral
cytologic samples markers used for studying MSI were more
efficient that the ones used for LOH.
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donde se localiza el locus marcador, como por la MSI, que im-
plica un cambio del tamafio de los loci microsatélites. Existen
diversos estudios que han demostrado que las alteraciones en
determinadas regiones de los cromosomas 3p, 9p, 17p y 18q
estan asociadas con el desarrollo de carcinomas escamosos de
cabeza y cuello empleando marcadores microsatélite (35, 36).
Las regiones microsatélite se distribuyen a lo largo del genoma
y han sido amplia y satisfactoriamente utilizadas como marca-
dores moleculares en carcinogénesis. Las alteraciones en estas
regiones se han empleado como marcadores de clonalidad y
para detectar células tumorales entre células normales (37, 38).
Los andlisis de estas regiones pueden revelar una LOH o MSI
de la region estudiada (8).

Diversos autores (8, 39-41) han evaluado el andlisis de loci mi-
crosatélite (LOH y MSI) en muestras citoldgicas orales y tejido
tumoral, observando que el perfil de cambios producidos en el
tejido tumoral fue similar al observado en el material obtenido
por citologia. De este modo, concluyen que este tipo de andlisis
permite detectar ADN de células tumorales de las muestras cito-
l6gicas. Spafford et al. (8) sefialan también que los marcadores
para el estudio de MSI fueron més eficientes que los marcadores
de LOH para la deteccion de células tumorales entre las células
normales en muestras citoldgicas orales.

Las aplicaciones del estudio molecular de la citologia oral en
el precancer oral han sido minimamente estudiadas, quizas por
la dificultad en obtener un material representativo en estas
lesiones.

Aplicando la metodologia de “brush biopsy” se han analizado
biomarcadores de la apoptosis en células obtenidas de leucopla-
sias con displasia y de liquen plano (42). Es importante sefialar
que las células apoptéticas muestran el mismo aspecto morfo-
l6gico que las no apoptéticas, por lo que es muy importante
aplicar estas técnicas para poder diferenciarlas. En este estudio
se ha demostrado un mayor porcentaje de células apoptéticas
en los pacientes con leucoplasia o con liquen plano.

En un estudio reciente (43) se ha investigado otro aspecto
controvertido como es la infeccién por papilomavirus humano
(PVH) en pacientes con leucoplasia verrugosa proliferativa
comparandolo con pacientes con leucoplasia habitual, a ex-
pensas del andlisis citolgico de células orales. Los resultados
no demostraron diferencias significativas en la demostracion
del ADN de PVH entre ambos procesos.

Como conclusién de esta revision podemos sefialar que la ci-
tologia oral vuelve a adquirir importancia como técnica diag-
ndstica en el precancer y cancer oral, tras la aplicacion de las
nuevas técnicas metodoldgicas tanto puramente fisicas como
moleculares.
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