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Resumen

La patologia peditrica incluye lesiones estomatolégicas de origen viral que en
ocasiones se asocian a situaciones de maltrato infantil. Estas suelen ser confundidas con
otras patologias. Motivo el presente estudio los escasos datos bibliograficos sobre
caracteristicas citolégicas de mucosas bucales normales y con sospecha de abuso sexual

en la poblacion pediétrica.

Obijetivo: analizar caracteristicas citoldgicas de la mucosa bucal de nifios con

sospecha de AS y compararlo con muestras de una poblacion sana.

Material y métodos: se estudiaron 58 pacientes de 2 a 13 afios (Grupo A:
Controles y grupo B: casos) que asistieron a la Facultad de Odontologia, UNC. Luego
de un examen estomatoldgico, se obtuvo cepillado de la mucosa bucal para citologia
exfoliativa y para estudios complementarios de biologia molecular previamente los
pacientes firmaron el consentimiento informado. Los extendidos fueron fijados con
Laca, coloreados con PAP, MGG y PAS para su diagndstico por microscopia Optica y

confocal, siguiendo el criterio de Papanicolaou.

Resultados: Se observé un mayor porcentaje de células intermedias en los
pacientes del grupo A de 0-8 afios, con menor plegamiento y agrupamiento, que el
mismo grupo de 9 a 13 afios donde las células se cargaban de queratina y aumentando
el porcentaje de células superficiales (Prueba de Irwin-Fisher). En el grupo B (18
pacientes) se observaron: granulos intracitoplasmaticos, binucleaciones, queratocitos,
denominados “coilocitos” y considerados marcadores indirectos de la infeccion por

VPH, la cual fue confirmado por PCR.

Conclusién: Mediante la citologia exfoliativa, se observaron signos indirectos de
VPH que fueron confirmados por PCR; se destaca una diferencia significativa del grupo
B sobre el A (p>0,005). La citologia exfoliativa permitira detectar precozmente signos
compatibles con la infeccion por VPH, la presencia de esta ITS alertara a los

odontopediatras junto al equipo interdisciplinario para combatir el abuso infantil.



Revista Cientifica de UCES

Vol. 24, N° 2 (Agosto - Diciembre. 2019)
ISSN Electronico: 2591-5266

(pp. 108-124)

Palabras claves: Citologia exfoliativa, mucosa bucal, VPH, abuso sexual infantil

Abstract

Pediatric pathology includes dental lesions of viral origin which in occasions are
associated to situations of child abuse. These are often confused with other pathologies.
This study has been motivated by scarce bibliographical data on cytological
characteristics of normal buccal mucosa and suspected sexual abuse in the pediatric

population.

Objective: To analyze cytological characteristics of the oral mucosa of children

with suspicion of sexual abuse and compare them with samples of a healthy population.

Material and methods: 58 patients, who attended the School of Dentistry,
Universidad Nacional de Cordoba, were studied from 2 to 13 years (Group A: Controls
Group and Group B: Cases Group) after a stomatological examination, by means of
brushing of the buccal mucosa of exfoliative cytology and for complementary studies of
molecular biology. Prior to the examination, the patients signed an informed consent.
The smears were fixed with varnish, colored with PAP, MGG and PAS for its diagnosis

for optical and confocal microscopy, following the Papanicolaou criterion.

Results: a higher percentage of intermediate cells was observed in patients of
Group A from 0-8 years, with less folding and grouping, than the same group from 9-13
years where the cells were loaded with keratin and increasing the percentage of
superficial cells (Irwin-Fisher Test). In Group B (18 patients) the following was
observed: intracytoplasmic granules, binucleation, keratocytes, called “koilocytes” and

considered indirect markers of infection by HPV, which was confirmed by PCR.

Conclusion: By means of exfoliative cytology, indirect signs of HPV were
observed and confirmed by PCR. A significant difference stands out of Group B over
Group A (p>0,005). Exfoliative cytology will allow early detection of compatible signs

with the infection by HPV; the presence of these STDs will alert pediatric dentists along
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with theinterdisciplinary team to fight against child abuse.

Keywords: Exfoliative Cytology, Buccal or Oral Mucosa, HPV, Child Sexual Abuse

Resumo

As doencas virais podem causar leses na cavidade oral em criangas, como HPV
e herpes. Por vezes associada a situagdes de abuso e abuso infantil. Nos dados de
literatura ndo sdo normais caracteristicas histolégicas em criancas ou em relagdo as

lesGes que acontecem de abuso, para o qual o presente trabalho foi realizado.

Obijetivo: Pesquisar os métodos sdo de facil aplicacdo em criancas para permitir
a identificacdo precoce de algumas doencas sexualmente transmissiveis, e reconhecer

suas caracteristicas citopatoldgicos.

Material e métodos: Foram realizadas em 58 pacientes de 0 a 13anos (A:
Controle e B: experimental) que vdo por demanda espontanea, na Faculdade de
Odontologia, UNC, Household de criangas, a unidade das mulheres legais e crianca da
provincia de Cordoba por exame estomatologia, tendo de citologia esfoliativa com
citobrush ea amostra foi enviada para o Instituto de Virologia para confirmar HPV por
PCR, o consentimento prévio informado (por pais ou responsaveis) e consentimento
aprovado pelo comité de ética em criancas de 0 a 13 anos. As mostras foram fixados
com alcool, corados com PAP, MGG e PAS para o diagnostico, seguindo os critérios e

classificacdo de Papanicolaou.

Resultados: Foi encontrada uma maior porcentagem de células intermediérias,
que tém menos de fluorescéncia residual, microscopia confocal e dobrar a se agrupar no
grupo A pacientes com idades entre os 0-8 anos, enquanto 0 mesmo grupo de 9 a 13
anos, estes células de queratina sdo carregadas, ganhando eosinofilia e aumentou a
porcentagem de células superficiais (Irwin Fisher-teste). No grupo B, esta populacéo de

risco, com lesdes viral, observados granulos citoplasmaticos, binucleacéo,
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queratindcitos, considerados indicadores indiretos. Além das imagens tipicas "; tipo
coildcitos *'; descritos na literatura, os casos confirmados eram VPH positivos PCR (17

pacientes: Grupo B).

Conclusdo: Com a citologia esfoliativa, que é uma tarefa facil, indolor, ndo
invasivo, revelou amostras de criancas de diferentes idades e encontraram sinais
indiretos de VPH, confirmado por PCR em comparagdo com pacientes controle. A
incorporacdo de meétodos de atendimento de rotina de os Odontopediatras, como a la
citologia exfoliativa ird detectar mais cedo. Ela pretende aumentar o nimero da amostra

para determinar a prevaléncia de HPV na Provincia de Cordoba.

Palavras chave: citologia esfoliativa, mucosa oral, VPH

Introduccion

El maltrato infantil se ha convertido en los Gltimos afios en una epidemia
mundial. EI Centro Internacional de la Infancia de Paris define como maltrato a
"cualquier acto por accion u omision realizado por individuos, por instituciones o por la
sociedad en su conjunto y todos los estados derivados de estos actos o de su ausencia
que priven a los nifios de su libertad o de sus derechos correspondientes y/o que
dificulten su 6ptimo desarrollo” y lo clasifica en abuso fisico, abuso sexual, abandono
fisico, abandono emocional, Sindrome de Muchausen por poderes y actualmente se ha
incorporado a los nifios testigos de violencia. Se considera el Abuso sexual a “Cualquier
clase de placer sexual con un nifio por parte de un adulto desde una posicion de poder o
autoridad” (AAP, 2005).

La distribucion del abuso sexual infantil es homogénea en toda la sociedad,

independiente del estado socioeconémico y cultural.

El 2% de los nifios del mundo puede haber sido victima de abuso sexual, segun
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el Informe del Estado Mundial de la Infancia en el afio 2007, 150 millones de nifiasy 73
millones de nifios; menores de 18 afios, estan afectados por este flagelo, ellos fueron
forzados a tener algun tipo de relacion sexual (Cavalcanti, 2009; Cobos, 1998; UNICEF,
2007). El abuso sexual infantil puede manifestarse con multiples lesiones en cavidad
bucal, que suelen ser por infecciones de transmision sexual (ITS) y a menudo son

confundidas con otras patologias estomatoldgicas (Kui, 2003; NIH, 2004).

Los nifios que son victimas del maltrato infantil presentan indicadores del
deterioro evidente en su salud; por ejemplo: fracturas 6seas, hematomas, malnutricion e
infecciones con el Virus del Papiloma Humano (AAP, 1999; Barudy,2000; Bologna-
Molina, 2006; Rice, 1999; Sartori,2017). Se publicaron las caracteristicas que se
presentan a nivel de la cavidad bucal, en el abuso fisico y sexual, demostrando que el
abuso fisico muestra signos mas evidentes que el abuso sexual (Kellogg, 2005). El
Comité Americano de Odontologia Forense (AAP, 1999; AAP, 2005) describe para
ambos tipos de abuso los indicadores especificos; por ejemplo: fractura dentaria,

policaries, cicatrices y lesiones en mucosa bucal por ITS.

El objetivo de este trabajo fue analizar muestras de la mucosa bucal de nifios con
sospecha de ASI y compararlo con muestras de una poblacion odontopediatrica sana,
utilizando como método la citologia exfoliativa para identificar precozmente
caracteristicas citologicas compatibles con algunas ITS. Teniendo como hipotesis que
la incidencia de ITS, seria mayor en la poblacion de riesgo, especificamente con

antecedentes de abuso sexual infantil, con respecto al grupo control.

Desarrollo
Material y Métodos:

Este estudio se realiz6 en nifios rango entre 2 a 13 afios (N: 58) Divididos en
Grupo A: Control (N: 40) media: 7,8 afios (22 varones y 18 mujeres) y Grupo B: casos
(N: 18) media: 8,4 afios (8 varones y 10 mujeres). Estos pacientes concurrieron por
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demanda espontanea a la Facultad de Odontologia, Universidad Nacional Cordoba;
también de visitas programadas hacia las instituciones tales como: Hogares de Nifios de
la provincia de Cérdoba y de la Unidad Judicial de la Mujer y el Nifio. Los padres o
tutores firmaron el consentimiento informado; ademas los nifios de 7 a 13 afios firmaron
el asentimiento informado. Este proyecto esta aprobado por el comité de ética (REPIS
1405) del Ministerio de Salud del Gobierno de Cérdoba, Argentina. En todos los casos
se les efectud un exhaustivo examen estomatoldgico, se obtuvieron células de la mucosa
bucal del fondo de surco, con cepillo y se realizé extendido que luego se fijé con alcohol;
el cepillo fue enviado al instituto de Virologia “Dr. J.M Vanella”, en un tubo con medio
de transporte compuesto por solucion tamponada y antimicrobianos mantenido a 4 °C;

para confirmar la presencia de VPH mucosotrépicos.

Los extendidos coloreados con Papanicolaou (PAP), Perhiodic Acid Schiff
(PAS) y May Grinwald Giemsa (MGG) fueron observados a microscopia Optica
convencional y microscopia confocal para analizar las caracteristicas citopatologicas,
siguiendo criterios y clasificacion de Papanicolaou. Se obtuvo biopsia en los casos que
requeria confirmacion anatomopatoldgica. Las muestras (extendidos y biopsias) fueron
procesadas en el laboratorio de la catedra de Anatomia Patolégica de la Facultad de
Odontologia, UNC.

A partir de las muestras de extendidos, se realiz6 una extraccion de ADN
gendmico utilizando Accuprep® genomic DNA extraction kit (Bioneer), que amplifico
por PCR un segmento de aproximadamente 450 pb, correspondientes a la region L1 del
genoma viral, utilizando los llamados “primers” degenerados My 09 y My11 (Gravitt
1992; Venezuela, 2010). La deteccion del producto se realiz por electroforesis en gel
de Agarosa al 1,5% utilizando un transiluminador de UV. La deteccion de los genotipos
de VPH mucosotropicos se realizo por el estudio de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP).

Andlisis estadistico: Los datos fueron procesados a través de estadistica

descriptiva y Prueba Irwing Fisher.
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Resultados

En el grupo A presentaron al examen clinico-estomatolédgico un estado bucal sin
lesion evidenciable, luego al observarlo al MO tradicional, se observaron células con
caracteristicas normales, correspondientes principalmente al Grado I. Mostrando un
predominio de células intermedias en los nifios mas pequefios (menores de 9 afos). En
el grupo de nifios mayores de 9 afios se encontr6 un mayor numero de células
superficiales cargadas de queratina (generalmente células paraqueratinizadas), mientras
que al observarlas con la microscopia confocal, mostraron ademas, células intermedias
con plegamientos y agrupamientos en estas muestras. En este grupo las células

superficiales se cargaban de queratina y por ende presentaban mayor eosinofilia residual.

Los nifios del Grupo A resultaron VPH mucosotropicos negativos en un 100 %
con respecto al Grupo B que fueron un 100% VPH positivos. Pero segun test de Irwin-
Fisher, no arrojaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al Grupo B,

entre los porcentajes de diferentes estratos (Tabla 1y Grafico 1).

Variable Grupol | Grupo2 n(l) n(2) Media(1) Media(2) Desv Est(1)
Cel.Ortoqueratinizadas 0 1 40 18 0,08 0,07 0,07
Cél.Paraqueratinizadas 0 1 40 18 0,27 0,23 0,15

Cél.Ciandfilas 0 1 40 18 0,06 0,09 0,04
Cél.Intermedias 0 1 40 18 0,52 0,56 0,17
Cél.Parabasales 0 1 40 18 0,07 0,05 0,11

Tabla 1. Referencias: Grupo 1: VPH negativos, grupo 2: VPH positivos. No se encontraron diferencias

significativas.
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B Media(1) B Media(2)
08

Porcentaje de celulas

Ortoqueratinzadas Paraqueratinzadas Cianofilas Intermedias Parabasales

Tipo de células

Gréfico 1. Porcentaje de células pavimentosas

En el Grupo B, presentaban lesiones como manifestaciones clinicas, observandose: tres
Condilomas acuminados (2 varones y 1 mujer) y un herpes (1 varon), dos mucoceles (2 mujeres),
dos candidiasis (1 mujer y 1 vardn), y dos Queilitis exfoliativas (2 varones) y dos hiperplasias
gingivales (1 varén y 1 mujer), cabe destacar que en el 50% de los casos presentaron gingivitis
y estomatitis. Todas las lesiones estomatoldgicas se presentaron en nifios con situaciones de

abuso (Figura 1).
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Figura 1. Microscopia Confocal 20X PAP. (A) Se observan células ortoqueratinizadas, sin la presencia
del nicleo, células paraqueratinizadas poliédricas con queratina, nlcleo picnético central y relacién
nucleo-citoplasma 1:6. (B) Se observan células intermedias: basofilas con nicleo que presenta mayor
relacién ndcleo-citoplasma 2:4.

En el grupo B, independientemente de la edad, se encontraron células semejantes a
las descriptas en el grupo control y ademas, otras con granulos intracitoplasmaticos,
binucleaciones, anfofilia y halo perinuclear en las tipicas imagenes coilociticas (Figura 2 y
3), muestras que luego fueron VVPH positivos por PCR en la mayoria de los casos (excepto
en uno, que la sospecha no se confirmé y resultd ser positivo para Clamidia Trachomatis).
En los 18 pacientes del grupo de riesgo, se observaron los signos indirectos de infeccién por
VPH, ademas de las imagenes tipo coilociticas (Figura. 2 y 3), también descriptas en la
literatura (Bibbo, 1997; Syrjanen, 2007). El caso de la figura 1y 2 muestra signos indirectos

de VPH y aumento de fluorescencia residual a la eosina residual con microscopia confocal.
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Figura 2. Microscopia Confocal 40X PAP. Se observan Células pavimentosas con macrocariosis y
granulos intracitoplasmaticos (flecha) con halo perinuclear (A), este caso es VPH positivo, células
intermedias con naranjofilia (B) y células paraqueratinizadas con anfofilia, halo perinuclear y

macrocariosis (C).

Figura 3. PAP 20X. Extendido citol6gico de nifio abusado. Se observa fondo con neutréfilos y flora cocoidea.
Grado Il

Los condilomas acuminados fueron confirmados por los estudios anatomopatoldgicos,
que presentaron también cambios citolégicos caracteristicos compatibles con la infeccion por

VPH en los extendidos.
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Discusion

No hay estudios de muestras citoldgicas orales de fondo de surco vestibular superior,
considerada una zona clave, fundamentalmente porque esta al resguardo de otros factores que
podrian modificar la respuesta celular. Segun estos autores se toma el hisopado de esta zona para
detectar restos de esperma para el estudio de ADN (Cobos, 19998; Santos, 2007).

Segun el Centro de Deteccion y Prevencion de Enfermedades de Atlanta y la Academia
Americana de Pediatria, el riesgo de que un nifio adquiera VPH por abuso sexual es bajo en su
contexto. Sugieren que los pacientes sean evaluados por un equipo interdisciplinario para
identificar las diferentes formas de transmision (Cavalcanti, 2009; Cobos, 19998; Santos, 2007;
Cavalcanti, 2009).

Segln la Academia Americana de Pediatria (AAP), la deteccion de Neisseria
gonorrhoeae, Treponema pallidum y Chlamydia trachomatis es considerado diagndstico de
certeza de abuso sexual, a diferencia de Trichomonas vaginalis que, su aislamiento, nos da una
alta sospecha, pero no es diagnostico de abuso sexual. EI Condyloma acuminata o el Herpes solo
nos daria una leve sospecha del mismo (AAP, 2005; AAP,1999).

Algunos autores aconsejan se deben considerar como indicadores las ITS, en el contexto

de un equipo interdisciplinario, con los cuales acordamos (Kellogg, 2005).

Existen varios de los estudios de deteccién de VPH por PCR realizados en orofaringe
0 mucosa yugal de infantes (Smith, 2007; Reid, 2000) en los cuales se encontraron cepas de bajo
y alto riesgo. Ademas, se estudiaron los genotipos de VPH en recién nacidos y sus madres
evaluando el grado de transmision vertical (Rintala, 2005) sin embargo no hay bibliografia sobre

caracteristicas citoldgicas en correspondencia con estos casos.
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Conclusiones

En este estudio de citologias exfoliativas en la poblacién infantil, no se encontrd

variacién en el tropismo de las citologias por el estado hormonal propio de la edad.

El estado estrogénico a partir de los 9 afos, se observo que influye en la maduracion
del epitelio, con una mayor cantidad de células superficiales, mientras que las células
intermedias se mantenian estables. Esta caracteristica explica porque el epitelio es mas labil a
sufrir microtraumatismos, facilitando de ese modo, una puerta de entrada a las diferentes ITS.
Lo que resultd mas significativo fueron los cambios citopatolégicos y la infeccidn

sobreagregada. En estos casos se acompafiaron de extendidos inflamatorios, Grado 1.

Los cambios citopatolégicos sugestivos de ITS encontrados servirian para prevenir

secuelas a largo plazo, que podrian afectar la calidad de vida del paciente.

Este método no invasivo permitié estudiar muestras en nifios de diferentes edades, sin
provocar situaciones traumaticas para ellos; que permitié observar signos indirectos de VPH,

asociarlo a las caracteristicas citoldgicas.

La incorporacion en la rutina odontolégica de este método de estudio: la citologia
exfoliativa de fondo de surco, permitiria detectar precozmente cambios citoldgicos sugestivos
de ITS que podrian estar asociados a situaciones de abuso sexual. Se proyecta elevar el nimero

de la muestra para determinar la prevalencia de VPH en Provincia de Cordoba.
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