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ABSTRACT

Exfoliative cytology allows the analysis of quantitative parameters through the
cytomorphometry, contributing to the knowledge of the pathogenesis of many lesions.
The aim of this study was to evaluate the cytological alterations in oral mucosa smears
from 4 pediatric patients undergoing chemotherapeutic treatment. Smears were
collected by exfoliative cytology at the baseline and weekly, with a 7 day interval
between the collections, until the development of mucositis. Smears were stained
using the Papanicolaou method and analyzed under a light microscope. Fifty epithelial
cells were photomicrographed (x400) and the images obtained were submitted to
cytomorphometric analysis. Nuclear area (NA), cytoplasmic area (CA) and nucleus-to-
cytoplasm area ratio (NA/CA) were evaluated with ImageJ® software. In the reported
cases, it was verified that the mean CA as well as the NA decreased from the baseline
to the final measurements taken in the time period before the manifestation of the oral
mucositis, except in case 2 in which the NA increased. That changed when the NA/CA
ratio was compared, for the values decreased for cases 1 and 4, increased for case 2
and was not altered for case 3. Oncopediatric patients undergoing chemotherapeutic
treatment revealed cytological alterations in oral mucosal epithelial cells, specially the
reduction in CA. These findings highlight the importance of further cohort studies with
larger samples to evaluate the potential of these cytological alterations as predictors
of the development of oral mucositis and, therefore, allow the execution of early

interventions that minimize or prevent its development.

Indexing terms: Oral mucositis. Cytology. Child. Cancer.

RESUMO

Citologia esfoliativa permite a analise de parametros quantitativos, por meio da
citomorfometria, contribuindo para o conhecimento da patogénese de diversas lesdes.
O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracdes citoldégicas em esfregacos de
mucosa oral de 4 pacientes pediatricos sob tratamento quimioterapico. Os esfregacos
foram obtidos por meio de citologia esfoliativa nos periodos do baseline e
semanalmente, com intervalo de 7 dias entre as coletas, até o desenvolvimento de
mucosite. Os esfregacos foram corados com o método de Papanicolaou e analisados

sob microscopia de luz. Cinquenta células epiteliais foram fotomicrografadas (x400) e



as imagens obtidas foram submetidas a analise citomorfométrica. Area nuclear (AN),
area citoplasmatica (AC) e proporcao nucleo/citoplasma (AN/AC) foram avaliadas
usando o programa ImageJ®. Nos casos relatados, constatou-se que a média da AC,
bem como da AN diminuiram do baseline para a medicdo final, no periodo
imediatamente antes do episédio clinico da mucosite oral, exceto na AN do caso 2
gue aumentou, sendo diferente quando se compara a AN/AC, pois os valores
diminuiram para os casos 1 e 4, aumentou para o caso 2 e nao foi alterado para o
caso 3. Pacientes oncopediatricos sob tratamento quimioterapico demonstraram
alteragdes nas células epiteliais da mucosa oral, com destaque para a diminui¢cdo da
AC. Tais achados enaltecem a importancia de estudos de coorte com amostras
maiores para avaliar o potencial dessas altera¢des citologicas como preditoras do
desenvolvimento de mucosite oral e, assim, permitir a realizacdo de intervengdes

precoces que minimizem ou impeg¢am seu desenvolvimento.

Termos de indexacédo: Mucosite oral. Citologia. Crianca. Cancer.

INTRODUCAO

O cancer € a principal causa de morte em criancas e adolescentes no mundo
[1]. No Brasil, estima-se que as neoplasias malignas em individuos pediatricos
correspondam a aproximadamente 3% dos canceres diagnosticados anualmente [2].
Em razéo da significativa morbimortalidade associada e dos impactos psicolégicos
nos pacientes e seus familiares, o cancer infanto-juvenil se apresenta como um
importante problema de saude publica [3].

Cerca de 70% dos pacientes oncologicos recebem a quimioterapia
antineoplasica como tratamento de elei¢do, na qual agentes farmacoldgicos destroem
ou inibem o crescimento de células de rapida multiplicacdo, sem diferenciar células
normais de células cancerigenas [4]. Complicacbes orais decorrentes da
guimioterapia antineoplasica, como mucosite, xerostomia e infec¢cfes fungicas ou
virais, sdo observadas em cerca de 40% desses pacientes [5].

A mucosite oral € uma das principais complica¢cdes decorrentes do tratamento
quimioterapico [6]. Clinicamente, pode se apresentar como areas de eritema, edema
ou ulceragdo, acompanhadas por sintomatologia dolorosa de intensidade variavel [7].

Em casos severos, extensas areas ulceradas e dolorosas dificultam ou impossibilitam



a fala, a degluticdo e a realizagdo de higiene oral, bem como aumentam o risco de
infeccbes sistémicas [6,8-10]. Tais alteracfes exercem um impacto significativo na
gualidade de vida dos pacientes e podem resultar na interrup¢cdo temporaria do
tratamento antineoplasico [6,9].

O risco de desenvolvimento da mucosite oral em pacientes sob tratamento
guimioterapico ainda € imprevisivel. Alguns fatores de risco para 0 seu
desenvolvimento em pacientes oncopediatricos tém sido considerados, como tipo
sanguineo, regime quimioterapico adotado, neutropenia e diferencas na expresséao de
genes associados ao metabolismo do quimioterapico e a patogénese da mucosite
oral. Porém, a contribuicdo de cada um desses fatores para o surgimento da mucosite
oral ainda nédo é completamente conhecida [6,8].

Criancas e adolescentes estdo mais propensos ao desenvolvimento de
mucosite oral, mas a cura ocorre mais rapidamente do que em adultos devido ao maior
potencial proliferativo do tecido epitelial na populacao pediatrica [8,9]. Embora o tecido
epitelial seja diretamente afetado pelos quimioterapicos, estudos sugerem que 0S
primeiros danos desses agentes farmacologicos sejam sobre componentes da
submucosa, especialmente fibroblastos e células endoteliais [10].

A citologia esfoliativa € um método de diagndstico simples, indolor e de baixo
custo que esta fundamentada na avaliagcdo, sob microscopia de luz, de células
epiteliais descamadas da mucosa [11,12]. No contexto da cavidade oral, além de ser
utilizada na deteccao de lesdes malignas e processo infecciosos, a citologia esfoliativa
permite a analise de pardmetros quantitativos, por meio da citomorfometria,
contribuindo para o conhecimento da patogénese de diversas lesdes [13]. Neste
sentido, a identificac@o precoce de alteragBes em células epiteliais da mucosa oral de
pacientes sob tratamento antineoplasico pode permitir a realizacdo de intervencdes
gue minimizem ou, eventualmente, impecam o desenvolvimento de complicacbes
importantes, como a mucosite oral.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de citomorfometria,
as alteracdes em células epiteliais da mucosa oral de 4 pacientes pediatricos sob

tratamento quimioterapico antineoplasico.

RELATOS DOS CASOS
CASO 1



Paciente do sexo masculino, feoderma, 4 anos de idade, foi encaminhado ao
setor de pediatria do Hospital Napoledo Laureano para tratamento de leucemia
linfoblastica aguda. Exames hematoldgicos revelaram plaquetopenia (126.000
plaquetas/mm?3 de sangue), além de importante leucopenia (2.900 leucdcitos/mm?3 de
sangue). Ao exame intraoral, foi constatada mucosa com aspecto de normalidade e
boa condicéo de saude oral. Com auxilio de uma espatula de Ayre, células esfoliadas
da mucosa jugal foram coletadas, transferidas para laminas de vidro e fixadas em
alcool 70%. Em sequéncia, as laminas foram submetidas a coloracdo de rotina de
Papanicolaou. As citologias esfoliativas foram realizadas no baseline, previamente ao
inicio do tratamento antineoplasico, e semanalmente durante a quimioterapia. Na 32
semana apdés o inicio do tratamento, o paciente apresentou mucosite oral,
caracterizada pela presenca de ressecamento e eritema localizados nos labios
superior e inferior, além do paciente relatar dor na regido da orofaringe.

As laminas submetidas a coloracdo de Papanicolaou (baseline e periodo
imediatamente anterior ao desenvolvimento da mucosite oral) foram analisadas sob
microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE)
por dois examinadores previamente treinados. Sob aumento de 400x, 50 células
epiteliais foram fotomicrografadas (ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE) e analisadas com o auxilio do programa ImageJ® (Image Processing
and Analysis in Java, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA). Para
cada uma das 50 células, foram determinadas a area do nudcleo (AN), a area do
citoplasma (AC) e a proporc¢do entre as areas de nucleo e citoplasma (AN/AC) [13,14].
Os valores obtidos com a avaliacdo das 50 células foram somados e, em seguida,
estabelecidos os valores médios para cada um dos parametros. Os resultados obtidos

na analise citomorfométrica sdo apresentados na Tabela 1.

CASO 2

Paciente do sexo masculino, leucoderma, 17 anos de idade, foi encaminhado
ao setor de pediatria do Hospital Napole&o Laureano para avaliacdo de uma leséo de
aspecto tumoral na regido da virilha do lado direito, estendendo-se para a perna.
Exames hematoldgicos revelaram discreta leucocitose (10.100 leucdcitos/mm?3 de
sangue) e quantidade de plaquetas dentro dos padrdes de referéncia (380.000/mm3

de sangue). O paciente foi diagnosticado com linfoma ndo-Hodgkin e, dessa forma,
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submetido a tratamento antineoplasico por meio de cirurgia associada a quimioterapia.
Ao exame intraoral, foi constatada mucosa com aspecto de normalidade e condi¢cbes
de higiene oral insatisfatorias, necessitando de tratamento de lesGes cariosas em
diversos dentes. Células esfoliadas da mucosa jugal foram coletadas, transferidas
para laminas de vidro, fixadas em alcool 70% e submetidas a coloracdo de
Papanicolaou. As citologias esfoliativas foram realizadas no baseline e semanalmente
durante a quimioterapia. Na 22 semana ap0s o inicio do tratamento quimioterapico, o
paciente apresentou mucosite oral, caracterizada pela presenca de areas
eritematosas na mucosa jugal, com distribuicdo bilateral, além de ressecamento no
labio superior.

As laminas submetidas a coloracdo de Papanicolaou (baseline e periodo
imediatamente anterior ao desenvolvimento da mucosite oral) foram analisadas sob
microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE)
por dois examinadores previamente treinados. Os resultados obtidos na andlise

citomorfométrica sdo apresentados na Tabela 1.

CASO 3

Paciente do sexo masculino, feoderma, 4 anos de idade, foi encaminhado ao
setor de pediatria do Hospital Napoledo Laureano para tratamento da leucemia
linfoblastica aguda. Exames hematoldgicos demonstraram quantidade de leucécitos
dentro dos padrdes de referéncia para a idade do paciente (11.300/mms3 de sangue).
Por sua vez, a andlise dos trombdcitos revelou importante plaguetopenia (98.000
plaquetas/mm?3 de sangue). Ao exame intraoral, foi constatada mucosa com aspecto
de normalidade e boas condicdes de higiene oral. Células esfoliadas da mucosa jugal
foram coletadas previamente a instituicdo do regime quimioterapico e semanalmente
durante a quimioterapia, sendo transferidas para laminas de vidro, fixadas em alcool
70% e, posteriormente, submetidas a coloracdo de Papanicolaou. Na 32 semana de
tratamento, constatou-se a presenca de mucosite oral, caracterizada por pequena
ulceracdo na regido do assoalho bucal do lado direito e regifes eritematosas na
mucosa jugal, com distribuicdo bilateral. Além da mucosite oral, o paciente queixou-
se de dor na regido da orofaringe.

As laminas submetidas a coloracdo de Papanicolau (baseline e periodo

imediatamente anterior ao desenvolvimento da mucosite oral) foram analisadas sob
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microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE)
por dois examinadores previamente treinados. Os resultados obtidos com as analises

citomorfométricas sdo apresentados na Tabela 1.

CASO 4

Paciente do sexo masculino, feoderma, 11 anos de idade, foi encaminhado ao
setor de pediatria do Hospital Napoledo Laureano com diagnostico de Sarcoma de
Ewing. Exames hematoldgicos revelaram quantidades de leucécitos (11.500/mms3 de
sangue) e plaquetas (290.000/mm?3 de sangue) dentro dos padrdes de referéncia para
a idade do paciente. Ao exame intraoral, foi constatada mucosa com aspecto de
normalidade e condi¢cdes de higiene oral satisfatorias. A citologia esfoliativa foi
realizada antes de iniciar o tratamento antineoplasico e, semanalmente, apods o inicio
da quimioterapia. As células coletadas foram transferidas para laminas de vidro,
fixadas em alcool 70% e, posteriormente, submetidas a coloracdo de Papanicolaou.
A primeira manifestacéo clinica da mucosite oral foi identificada na 5% semana apdés o
inicio do tratamento antineoplasico, caracterizada por ressecamento nos labios,
regides eritematosas com inicio de ulceracdes na mucosa labial superior e inferior,
além de eritema no apice da lingua.

As laminas submetidas a coloracdo de Papanicolau (baseline e periodo
imediatamente anterior ao desenvolvimento da mucosite oral) foram analisadas, por
dois examinadores previamente treinados, sob microscopia de luz (Leica DM 500,
Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE). Os resultados obtidos com as

analises citomorfométricas sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de area do nucleo (AN), area do citoplasma (AC) e proporcao entre

as areas de nucleo e citoplasma (AN/AC) dos casos analisados.

Baseline Anterior 2 mucosite oral
Caso

AN AC AN/AC AN AC AN/AC

1 12343um? 3.346,36um? 0,04  72,17um? 2.946,18um? 0,02
2 78,72um? 3.461,99um? 0,02 85,42um? 2.34423um?> 0,04
3 6822um? 3.519.24um? 0,02  62,47um? 3.030,71ym2 0,02
4  146,01uym? 2.957,86um?> 0,05 76,68um? 2.539,41um?> 0,03
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DISCUSSAO

Diversas pesquisas direcionadas a compreensao da patogénese da mucosite
oral ttm revelado que essa complicacdo decorrente da quimioterapia antineoplasica
advém de diferentes eventos biolégicos envolvendo tecidos da mucosa [15]. A
citologia esfoliativa tem sido amplamente utilizada para o diagnéstico de lesbes
malignas, bem como na prevencéao de diversas manifestagdes orais [16]. A utilizacdo
desse método para a visualizacdo de alteracdes celulares na mucosa oral é eficaz
pois é um procedimento minimamente invasivo, indolor e de baixo custo, podendo ser
repetido diversas vezes para fins de pesquisa, diagnostico ou acompanhamento. I1sso
estimula uma melhor aceitacdo e colaboracdo dos pacientes, com melhor efeito
psicolégico para os mesmos. Essa técnica é indicada no diagndstico de diversas
lesbes da cavidade oral, bem como no controle de regifes submetidas a tratamento
antineoplasico [11,17].

No contexto do cancer infantil, estudos tém reportado um acometimento mais
frequente de individuos do sexo masculino, especialmente por neoplasias de origem
hematolégica [8]. Em consonancia com essa observacdo, Kung et al. [18]
constataram, em uma amostra de 69 pacientes pediatricos e adolescentes de Hong
Kong, maior prevaléncia de tumores de bases hematoldgicas, em comparacédo aos
tumores solidos. No presente estudo, todos os pacientes eram do sexo masculino e
foram acometidos, com maior frequéncia, por neoplasias de origem hematoldgica.
Tais achados corroboram o perfil clinico comumente descrito para os pacientes com
cancer infantil.

Os dados obtidos com as avaliacdes citomorfométricas revelaram, em todos 0s
casos, uma importante diminuicio da AC no periodo que antecedeu o
desenvolvimento da mucosite oral, quando comparado ao baseline. De forma similar,
em 3 dos 4 casos analisados, foi constatada diminuicdo da AN no periodo que
antecedeu o desenvolvimento da mucosite oral, quando comparado ao baseline. Por
outro lado, a analise da propor¢cdo AN/AC revelou resultados heterogéneos entre 0s
periodos avaliados, ora com aumento, ora com diminuicdo, ora sem qualquer

alteracdo. Tais achados sugerem a analise de alteracdes citolégicas nas células
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epiteliais da mucosa oral, especialmente a AC, como potencial preditora do
desenvolvimento de mucosite oral.

Até o momento, informacgdes sobre as alteracdes citoldgicas da mucosa oral
decorrentes do tratamento antineoplasico sdo mais numerosas no contexto da
radioterapia do que no da quimioterapia. Em estudo com pacientes diagnosticados
com carcinomas gastrointestinais e pancreaticos, Turkeli et al. [19] ndo constataram
diferencas significativas no volume nuclear, no volume citoplasmatico e na proporgéo
nacleo/citoplasma de células epiteliais da mucosa oral entre o baseline e apos
tratamento com 5-fluoruracila. Por sua vez, Manaktala et al. [20] avaliaram 24
pacientes com cancer de cabeca e pescoc¢o submetidos a radioterapia fracionada e
observaram um aumento progressivo na AN das células epiteliais da mucosa oral,
bem como uma diminuicdo da propor¢ao nucleo/citoplasma, com o aumento da dose

da radiacao.

CONCLUSAO

Pacientes oncopediatricos sob tratamento quimioterapico demonstraram
alteracdes nas células epiteliais da mucosa oral, com destaque para a diminuicéo da
AC. Tais achados enaltecem a importancia da realizacdo de coortes com amostras
maiores para avaliar o potencial dessas alteracdes citologicas como preditoras do
desenvolvimento de mucosite oral e, assim, permitir a realizacdo de intervencdes

precoces que minimizem ou, eventualmente, impecam o seu desenvolvimento.
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