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Resumo

A quantificacdo da angiogénese e das metalopreesnaode ser util na avaliacdo do
comportamento dos colesteatomas, como marcadoresuaeagressividade. Objetivo:
Comparar os marcadores CD31, MMP2 e MMP9 entreeptes pediatricos e adultos.
Método: transversal. Grupos pediatricos(até 18)amasiultos(a partir de 19 anos). Coletados
120 colesteatomas, fixados em formol a 10%, prejparainco laminas, de cada amostra, por
técnicas histologicas habituais, observados: nurdergasos sangiineos(CD 31), marcacao
com MMP2 e MMP9, nimero de células na matriz e €s8pa na perimatriz. Dados
analisados no SPSS através coeficiente Spearmato ee Fisher e Mann-Whitney.
Resultados: Colesteatomas distribuidos igualmefte: pediatricos(11,77+3,57anos); 60
adultos(38,29+14,51ano0s). CD31pediatrico 7(4 a T3ladulto 4(0 a 10) (P=0,044).
MMP2citoplasmatica pediatrico 1(0 a 3), MMP2citgpteatica adulto 0(0 a 1) (P=0,006).
MMP2nuclear pediatrico 0(0 a 1), MMP2nuclear adu@(0 a 1) (P=0,056). MMP9
pediatrico 2(0 a 4), MMP9 adulto 0(0 a 4) (P=0,049)numero de vasos sangiineos e a
quantificacdo das metaloproteinases estavam fonteno®rrelacionados com a espessura da
perimatriz. Conclusdes: Os colesteatomas pedidtapoesentam um grau inflamatério mais
exacerbado, produzem mais metaloproteinases, $atestes, que conjugados, poderiam
caracterizar os colesteatomas pediatricos como agegssivos que 0s colesteatomas adultos.

Palavras-Chave: Colesteatoma, Perimatriz, Inflamagégiogénese, Metaloproteinases
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Abstract

Cholesteatoma is an epidermal cyst with threerdistomponents: matrix, perimatrix
and cystic content. The clinical significance ofldsteatoma lies in its association with
potential intracranial complications due to bonestdetion. Objective: To compare
histological and immunohistochemistry analysis lestw pediatric and adult acquired.
Methods: Cross-sectional study. The patients werieatl in two groups, according to their
age: 60 adults(>18 years old) and 60 children(ur8ilyears old). The cholesteatomas were
fixed in formalin 10%. Five slides from each samyiere prepared using standard histology
techniques. Slides were analyzed according to geermmber of blood vessels (CD31),
MMP2 and MMP9 positivity and thickness of the peainx. Data were analyzed using
Mann-Whitney and Fisher's exact tests and Spearntaeficient, with P values<0.05
considered significant. Results: Perimatrix thidsavas 78(34-217); CD31 was 6(0-11),
cytoplasmic MMP2 positivity was 0(0-2), nuclear MERIRpositivity was 0(0-1); MMP9
positivity was 2(0-4). Statistical difference, beem children and adults, was found in
perimatrix thickness(P=0.014); blood vessels(P=0.04cytoplasmic MMP2(P=0.006),
nuclear MMP2(P=0.056); MMP9(P=0.049). ConclusioRediatric cholesteatomas have a
thicker perimatrix, a greater degree of inflammatiand produce more metalloproteinases
than those of adult patients, we can suggest, thiéhcombination of these factors, that
cholesteatoma is more aggressive in children thadults.

KEY WORDS: Cholesteatoma, Perimatrix, Inflammatidngiogenesis, Metalloproteinases
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Introducao

O colesteatoma é uma doenca caracterizada pelangeesie epitélio escamoso
estratificado queratinizado no interior de qualgéeea pneumatizada do osso temporal
(Schuknecht, 1974). Histologicamente, é constitygdomatriz (epitélio), perimatriz (tecido
conjuntivo subepitelial) e contetdo cistico (larsada queratina) (Lim e Saund, 1972).

Os colesteatomas tém sido tema de numerosos edfirioss, cirargicos histoldgicos
e experimentais com o objetivo de desvendar sudtptas caracteristicas etipatogénicas
e,assim, abortar o seu desenvolvimento ou, quastdbedecido, aprimorar o seu tratamento
(Albino et al, 1998b; Aumenteet al, 1996; Axonet al, 1999; Bernal-Sprenkelsest al,
2001; Bollmanret al, 1991; Broekaergt al, 1992; Bujiaet al, 1996a; Bujiaet al, 1996b;
Chao e Shen, 1996; Chaeal, 2001a; Cholet al, 2001b; Cholest al, 2002; Costat al,
1992; Cruzet al, 2003; Cureoglu, 2004; Darrouzeelt al, 2000; Deslogeet al, 1997b;
Dornelleset al, 2002; Edelstein, 1989; Erge al, 1994; Glasscockt al, 1981; Goycoolea
et al, 1999; Hamzeet al, 2003; Hildmann e Sudhoff, 1999; Hueb, 1997; JehalkFalk,
1976; Jansen, 1978; Junh e Paparella, 1976; Kitnuag; 1999; Lim e Saunders, 1972; Lino
et al, 1998; Marcatet al, 1991; Mayotet al, 1991; Milewskiet al, 1998b; Mitrovic, 1991;
Palvaet al, 1997; Palvat al, 2000; Pereira, 1997; Pereetal, 2002; Quarantat al, 1986;
Rignéret al, 1991; Scheibet al, 2002; Schmidt e Hellstrom, 1994; Sheehy, 197&e8l,

1985; Sien, 1996; Stankovic, 2003; Sudheiffl, 1996; Sudhofet al, 2000; Sudhoff e Tos,
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2000; Tomita, 2000; Toner e Smyth, 1990; Tos, 1988tiainen, 1993).Ainda assim, apesar

desta verdadeira enxurrada de publicacbes acesta deenca, varias questdes restam em
aberto. Como exemplo, muito ainda se discute sabngossiveis diferencas estruturais entre
0s colesteatomas que se desenvolvem na populpedegrica e adulta. Estas interrogacoes
obviamente extrapolam a esfera do simples conhetinga ultra-estrutura desta prevalente
patologia com implicacdes profundas e criticasuaaabordagem clinica e cirargica.

A literatura é prodiga em estampar estas duvidama revisdo cuidadosa nao revela
uma uniformidade de pensamentos e condutas. Acacamtas controversias sobejam quando
o foco da discusséo é direcionado a procura daanabordagem cirargica em criancas com
colesteatomalansen (1978), Sheehy (1978) e Glasscock (198fgrene técnicas cirargicas
mais conservadoras, com 0 objetivo de preservagammica e funcional das estruturas da
orelha média. Jahnke e Falk (1976) e Palval. (1997) séo favoraveis a um manejo mais
agressivo para evitar a ocorréncia de doenca wsiow recorrente e as complicacdes
associadas.

A discussdo quanto ao manejo dos colesteatomasaestapanhada de resultados
conflitantes em estudos a respeito do comportamelinico destes, em criancas, quando
comparados com os de adultos (Jansen, 1978; SHE®I8;, Glasscock, 1981; Jahnke e Falk,
1976; Palveet al, 1997). Muitos autores sugerem que 0s colesteatgadiatricos sejam
mais agressivos, mostrando uma alta atividadeferaliva e com incidéncia mais alta de
recorréncia (Edelsteirt al, 1988; Galsscock, 1981; Pah&t al, 1997), porém outros
reportam baixas taxas de complicacdo e menoresegidie expansdo (Sanenal, 1994;
Sheehy, 1978; Tos, 1983). lwanaga e Yamamoto (198§griram que o potencial invasivo
dos colesteatomas poderia estar diretamente retbio a atividade colagenolitica da
perimatriz. Para Quarantat al. (1986), a patogenia do colesteatoma em criangs es

intimamente ligada a essa hipétese, visto que,gses autores, aparentemente, a otite média
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cronica colesteatomatosa é mais agressiva quanmmlweoca infancia do que quando em
adultos. Porém, Hildmann e Sudhoff (1999) sugericare as complicacdes, a destruicao
ossicular e o comportamento biolégico dos colesteas possam estar relacionados mais
com o estado de pneumatizacdo da mastoide, comagaduda doenca e com o0 grau de
inflamacdo, do que com a idade do paciente. Ess&ros@rsia persiste porque, até o
momento, foram encontradas poucas diferencas dggtals e bioquimicas, porém néo
conclusivas, que justifiquem essas aparentes dinergs clinicas entre as faixas etarias.

Outras questdes fundamentais, ainda sem respestas, relacionadas a patogénese
dos colesteatomas. Qual a origem do epitélio essarastratificado? Qual a influéncia do
comportamento invasivo e proliferativo da epidermvftos trabalhos (Bernal-Sprekelsen
al., 2001; Broekaeret al, 1992; Bujiaet al, 1996a; Chao e Shen, 1996; Chelal, 2002;
Cureoglu, 2004; Durko e Kaczmarczyk, 2004; Ergaral, 1994; Goycooleat al, 1999;
Hamzeiet al, 2003; Hassmann-Poznansi@al, 2003; Jacoket al, 2001; Kuijperset al,
1996; Lepercquet al, 1993; Marenda e Audfemorte, 1995; Milewskial, 1998b; Nairet
al., 2004; Pereira, 1997; Pereea al, 2002; Shinoda e Huang, 1995; Sudretffal, 1996;
Sudhoff e Tos, 2000; Sudhagt al, 2004; Tanakat al, 1998; Tomita, 2000) tentaram, sem
sucesso, responder plenamente a essas interrogAc¢éeditamos que um dos caminhos para
esclarecé-las podera ser encontrado no conhecim@mtofundado das caracteristicas
bioquimicas e biofisicas dos colesteatomas.

Meu interesse em estudar 0os colesteatomas iniei@ois a implantacdo, no ano de
2000, do Ambulatério de Otite Média Cronica no Htapde Clinicas de Porto Alegre
(AOMC-HCPA).

Especificamente, o tema dessa tese surgiu durargaliaacdo de minha dissertacao
de mestrado (Dornelledt al, 2006) na qual encontrei evidéncias de que h&legéo inversa

entre o tamanho da perimatriz, medida em microragttom a idade do paciente na data da
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cirurgia, e uma correlacdo direta da perimatriz comimero médio de camadas celulares na
matriz. Essas correlacbes levam-nos a pensar steesia de um estado proliferativo mais

acentuado nos colesteatomas pediatricos. Tambéenéointrado que o grau de inflamacéo

na perimatriz apresentava correlacdo com a espesiumperimatriz, ou seja, o grau de

inflamacédo era mais acentuado quanto mais jovera paziente a data da cirurgia.

Sendo assim, busco com esta tese aprofundar aseanddisses dados, pois a
confirmacdo dessa hipotese indicaria uma maiorsaidade dos colesteatomas pediatricos.
Além da polémica em torno do comportamento bioldgios colesteatomas na infancia,
inexistem, ainda, dados comparativos consisteetdse criancas e adultos, acerca dos seus
componentes histologicos, ultra-estruturas e brogpas.

Na tentativa de acrescentar subsidios a essa slis;udecidi dedicar-me a esse
projeto que tem como objetivo correlacionar, atsagi@ analise imunoistoquimica, o estado
inflamatorio da perimatriz de colesteatomas addo&icom a idade do paciente a data da

cirurgia.
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1. Revisao da Literatura

1.1 O Vocabulo

A palavra “colesteatoma” foi utilizada pela pringeivez pelo anatomista aleméao
Johannes Mueller, em 1838(tCruz e Costa, 1999). As raizes deste vocabuldfisigm
cole — colesterolesteado- gordura;oma— tumor, ou seja, um tumor onde estdo presentes
tecido gorduroso e cristais de colesterol. Etimiclmente, este termo € completamente
incorreto, sendo, inclusive, considerado o segutedmo mais errdneo em otologia (em
primeiro est4 o “neurinoma do acustico”, visto queeyerdade, trata-se de um Schwanoma do
nervo vestibular) (Costat al, 1992). O uso dessa denominacdo € inadequado eparqu
colesteatoma origina-se de epitélio escamoso guigedo da membrana timpanica e/ou do
conduto auditivo externo, sem presenca de criggisolesterol ou gordura na sua estrutura,
além de sua natureza tumoral ser totalmente distuti

Outras denominacdes foram sugeridas, coamoor perolacep por Cruveilhier, em

1829; margaritoma por Craigie, em 189Xkolesteatoma epidérmigoor Cushing, em 1922,



epidermaoidepor Critchley e Ferguson, em 1928weratoma por Shuknecht, em 1974; todos
estes termos, apesar de mais adequados e descriti@ sdo empregados e o vocabulo

colesteatoma é consagrado entre os otologistag g00osta, 1999).

1.2 Definicao

Os colesteatomas foram definidos por Friedmann1889, como estruturas cisticas
revestidas por epitélio escamoso estratificadopuspndo sobre um estroma fibroso de
espessura variavel, o qual pode conter alguns atesido forro mucoso original.

Mais simplesmente, Schuknecht, em 1974, defineessocacumulo de queratina
esfoliada dentro da orelha média ou de qualques @reeumatizada do o0sso temporal,

nascendo a partir de um epitélio escamoso queratioi

1.3 Epidemiologia

A incidéncia anual de colesteatomas esta em toen® plor 100.000 em criancas e 9
por 100.000 em adultos, sendo mais predominantgénero masculino (Tost al. 1989;
Kemppaieret al, 1999; Potsiet al, 1997; Quantiret al, 2002).

Dados epidemiolégicos mostram uma alta prevalédcacolesteatoma entre os
caucasianos, seguidos pelos descentes do povaraffisendo raramente visto em asiaticos.
De acordo com Ratnesar (1977), essa prevaléncienmé rbais baixa nos esquimos Inuit,
sugerindo que suas caracteristicas anatomomorfal®gboderiam facilitar a aeracdo da

orelha média e prevenir as sequelas das otitegagdn



No Ambulatério de Otite Média Cronica no Hospita Glinicas de Porto Alegre
(AOMC-HCPA), dos 700 pacientes acompanhados desgmest@a de 2007, 30% eram
portadores de Otite Meédia Crbnica Colesteatomatq€MCC), apresentando-se
bilateralmente em 12% da amostra total. Dos paeseztm OMCC, 45% tinham até 18 anos,
considerados, portanto, pediatricos. Quanto ao rgénencontramos 70% de homens

(Dornelleset al, 2004a).

1.4 Classificacao

Habitualmente, os colesteatomas sao classificadaso ccongénitos e adquiridos,
sendo esses subdivididos em primarios e secundarios

Os congénitos sao restos epiteliais, encontradesalmgente, em orelhas com
membranas timpanicas intactas e sem histéria pdeviafeccdes (Derlacki e Clemis, 1965).
De acordo com Valvassori (1974), sdo encontradosgeatro regides do osso temporal:
timpano-mastoideo, apice petroso, angulo pontoetaele forame jugular. Ha ainda uma
quinta localizacao, descrita por Sobol (1980), al gelatou a existéncia de pequenas pérolas
epiteliais entre as camadas da membrana timpanica.

Os colesteatomas adquiridos primarios seriam dect@s de retragfes timpanicas,
gue acumulariam epitélio descamado e perderiarpaeer de autolimpeza. Ja os secundarios
seriam formados a partir da migracdo do epitéliavaés de uma perfuracdo marginal na
membrana timpanica (Costa e Dornelles, 2006)

Um profundo entendimento sobre a patogénese dsteatema da orelha média é
particularmente importante, visto que sua natudezsrutiva é responsavel por muitas das

complicagfes. A tendéncia de erosdo 0ssea dodeditmmas e a falta de um tratamento néo-



cirdrgico justificam a importancia da investigagéms mecanismos basicos relacionados ao

desenvolvimento da otite média crénica colesteaiosaa

1.5 Etiopatogénese

Ferlito (1997) descreve que seriam necessariactrédicOes predisponentes para o
desenvolvimento de um colesteatoma: a) o encordralaids epitélios diferentes na fenda
auditiva; b) a destruicdo crbnica da camada subsauca orelha média pelos processos
infeccioso e inflamatério; c) o processo de cieagéo ou fase de proliferacao.

Porém, a etiopatogénese dos colesteatomas € aimita oiscutida, havendo,
basicamente, seis hipéteses principais (Quadm@mslguais geram controvérsia ha mais de 100
anos.

Quadro 1: Principais hipéteses para a etiopatogénese dosteatemas

Hipotese Autor Ano
Colesteatomas congénitos  Korner e Virchow 1863
Metaplasia Wendt 1873
Migragéo Habermann 1889

Bezold 1889
Invaginacao Bezold 1908
Hiperplasia Manasse 1917
Implantacao Schoer 1958

Adaptado de Cruz e Costa, 1999

Existem diversos estudos a respeito da patogéresealesteatomas, porém ainda
resta muito a ser esclarecido (Sculerati e Bluest®®89). Conforme observacdes no AOMC-
HCPA, e varios trabalhos deste grupo (Dornek¢sal, 2002; Dornelleset al, 2003;

Dornelleset al, 2004a; Hemkbet al, 2003; Schweigeet al, 2003; Matteret al, 2003;



Schmidtet al, 2002; Costa, Petersen e Dornelles, 2007), espateses, individualmente,
nao explicariam a patogénese de todos os colestaato

E inequivoca a existéncia de colesteatomas comgénit o surgimento de
colesteatomas por invaginacdo e por implantacas, @saas situacdes ndo poderiam ser
responsaveis por todos os casos de OMCC. Acreditgun® a patogénese dos colesteatomas,
na verdade, envolveria varias dessas hipétesegamze (Quadro 1), podendo haver a
interposicao de duas ou mais delas em um mesmerpaci

Em consequéncia dessa constatacdo, parece-nos dupoétase docontinuum
postulada pelo Dr. Michael Paparella, em 1970,xapra-se de uma concepc¢ao multifatorial,
mais abrangente de patogénese. Segundo ess&, médiia pareceria existir ao longo de uma
série continua de eventos epiteliais e subepgelaide, apos um insulto inicial, uma otite
serosa ou purulenta tornar-se-ia seromucoide, rdecej finalmente, caso ndo houvesse
regressao espontanea ou terapéutica do quadrcgvsabra cronificacdo (Costa, 1991).
Podemos dizer, baseados nessa hipotese, que ¢eatlesa € a apoteose de uma unica

patologia da orelha média, a otite média cronicapde, portanto, um evento isolado

(Dornelleset al,, 2006).

1.6 Estrutura

O colesteatoma, macroscopicamente, é uma lesédicacigdonda ou oval com
configuracdo e tamanho variaveis. Ferbtoal. (1997) caracterizaram o colesteatoma como
um cisto epidermdéide, de crescimento independeptegressivo, com destruicdo dos tecidos
adjacentes, em especial o tecido 6sseo, com tead&necorrer.

O advento da microscopia eletronica de transmips&sibilitou muitos avangos no



conhecimento da estrutura celular. Utilizando esseumento, em 1972, Lim e Saunders

apresentaram uma descricao histologica detalhadacdlesteatomas. Descreveram que 0
colesteatoma possui um epitélio escamoso esteatdiqueratinizado, com as quatro camadas
idénticas as da epiderme normal (basal, espinigosaylosa e cornea), células de Langerhans
(em maior quantidade do que na epiderme normalfeuips querato-hialinos. Chamaram

este epitélio de matriz do colesteatoma. Observamnda, a presenca de um tecido

conjuntivo, contendo fibras colagenas, fibrocitasekilas inflamatérias, que foi denominado

de perimatriz, a qual estava em contato, na magwscasos, com uma camada de células
escamosas ou cilindricas ciliadas, remanescentesudasa original da orelha média. Em

alguns casos, apesar de a perimatriz estar augemieroscopia optica, fazia-se presente

quando estudada com o microscopio eletrénico desrmessao, mostrando-se extremamente
fina, com as fibras colagenas praticamente ausentesntendo cristais de carbonato de

calcio. J& em trabalho realizado por Paludsttl. (1989), os autores descrevem a perimatriz
como um tecido de granulacao ou tecido conectibegitelial inflamado.

Segundo Milewsket al. (1998b), o crescimento de um colesteatoma podegjizerer
angiogénese no tecido conjuntivo da perimatrizue, gélulas e substancias da cascata de
cicatrizacdo poderiam ter um importante papel neeneolvimento e crescimento dos
colesteatomas. Esses processos envolveriam odatmescimento fibroblastico b (b-FGF), o
qual, segundo esses autores, poderia estimulao@ugiio de metaloproteinase (MMP).
Sugeriram, ainda, que a persisténcia da inflamagésaria um processo permanente de
cicatrizagdo na perimatriz, a proliferacédo de fibestos (tecido de granulagéo) e do epitélio
(matriz).

Ferlito et al. (1997) descrevem a perimatriz como a porcdo maidépca do
colesteatoma, constituida de tecido de granulagdotewido conjuntivo subepitelial

inflamatdrio, com linfécitos, histidcitos e neuitds. Sprekelsert al. (2001) afirmam que a



matriz e a perimatriz, em tecidos normais ou pgiotis, sdo formadas por colageno tipo 1V,
tenascina, fibronectina, b-FGF e metaloproteinasssgundo Jacolket al. (2001), o
incremento na proliferacdo da matriz do colesteatesrria resultado do processo de
inflamacédo, sugerindo que a perimatriz seria ocgal fator para o crescimento dos
colesteatomas.

Resumidamente, podemos definir a perimatriz coma usde inflamatéria que
envolve o colesteatoma. A Figura 1, a seguir, i@ cortes histologicos de colesteatomas,

onde podemos ver seus componentes estruturaisn@afréz, a matriz e o contetdo cistico.



-ﬁms ‘H

peae . ¢ S T SEVETT L B e TR N R
Figura 1: Cortes histolégicos despécimes de colesteatomas, corados em hematexilina
eosina, mostrando a variabilidade da espessuraniagiriz A e B - Perimatriz ausente
(400x),C e D -Perimatriz muito fina (200xE e F —Perimatriz espessa (100x).

Foi com o intuito de buscar algumas respostas parandagacdes acerca da
patogénese da OMCC que realizamos o estudo higtol@gs colesteatomas, bem como a
comparacao dos achados entre as faixas etariasgl@sret al, 2006). Para tanto, foram

coletados os dados do numero médio de camadasresiud presenca de hiperplasia na



matriz; espessura e epitélio delimitante da perimatibrose, inflamacdo e granuloma na
perimatriz.

Dornelles et al (2006) encontraram uma grande variabilidade reesssira da
perimatriz dos colesteatomas, tanto intrapacientas, seja, num mesmo especime
encontramos regibes mais delgadas do que outrasitajinterpacientes. Ao microscopio
optico, as espessuras médias variaram desde exprassate delicadas, por n0s consideradas
igual a zero, até extremamente espessas (1.92@matnos). Nesse estudo, dentre os 57
colesteatomas da amostra, foram encontrados apea&t® com perimatriz tdo fina que nao
puderam ser medidas, sendo consideradas com espegsl a zero, havendo mais casos de
auséncia no grupo de adultos (13, 35, 37 e 53 arg)n disso, ao utilizar o coeficiente de
Spearman entre a idade do paciente a cirurgiaspesgura da perimatriz, foram encontradas
correlagbes moderadas e inversas, fato que deraanstra espessura da perimatriz diminui
conforme aumenta a idade do paciente.

Pereiraet al. (2002) também confirmaram encontrarem diferen@a®spessura da
perimatriz dos colesteatomas de sua amostra, @sBrgue um numero significativamente
maior de colesteatomas provenientes de adultosepsva perimatriz visivel a microscopia
Optica.

As funcbes fisiologicas das macromoléculas da rim estdo relacionadas com
adesédo, migracado, crescimento e diferenciacdoactetu(Olszewskat al, 2004). A partir
dessas caracteristicas, e considerando que a asdmetaloproteinases pode ser um dos
fatores envolvidos na erosdo O0ssea, universalmameontrada nas otites médias
colesteatomatosas e que clinicamente esta doenlgasigpser mais agressiva em criangas do
que em adultos, buscamos, através de medidasvalsjetierificar se havia correlacdo da

espessura da perimatriz com a idade do pacienfeudgia. Uma diminuicdo dessa, em
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criancas, poderia ser explicada por uma menor glzal® das fibras de colageno, causada,
por sua vez, pela acdo de metaloproteinases.

Através das descricdes da estrutura dos colestaatoetatadas (Lim e Saunders,
1972; Paludettiet al, 1989; Ferlitoet al, 1997; Sprekelsert al, 2001;Dornelles et al., 2006)
constata-se que a perimatriz € constituida pooséutros elementos, além das fibras de
colageno, € nessa regido do colesteatoma que tameontramos as ceélulas inflamatarias.
A inflamacéo, que geralmente acompanha o quadnicalde pacientes com colesteatoma,
representa uma sequéncia de complexos e interenedatos eventos decorrentes de lesdo
tecidual, podendo ser induzida por diferentes estisn(Olszewskat al, 2004). A resposta
inflamatoria € essencial para reparar e restauestratura e funcdo do tecido lesado; em
situacbes onde haja a persisténcia do estimulaniafiorio, essa resposta pode tornar-se
cronica, resultando em alteracdo patologica no cot@mmento tecidual (Wysoclet al,

1998).

1.7 Biologia do Colesteatoma

O estudo das células, em microscopia Optica eodeletr, pode dar a impressao
enganosa de que essas sdo estruturas estaticam, Rar contrario, muitos processos e
movimentos estdo constantemente acontecendo maidatle celular, ocorrendo em alguns
tecidos de forma mais rapida, em outros mais vagamente. E facil compreender que, a
medida que as células vao se diferenciando, panadgite vao adquirindo certas
particularidades estruturais e fisioldgicas.

Os epitélios séo tecidos com vida limitada, conovegédo constante, decorrente de
uma atividade mitética continua. A velocidade despasicao celular € variavel, podendo ser

de dois a 50 dias, dependendo do tecido considédadqueira e Carneiro, 1985).
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Ja o tecido conjuntivo, constituinte da perimatliz colesteatoma, apresenta um
processo de crescimento mais complexo, pois € fiwnpr diversos tipos de células —
fibroblastos, macréfagos, mastécitos, plasmoéciteacocitos — separadas por abundante
material intercelular. A riqueza desse material Maudas suas caracteristicas mais
importantes. Constitui-se por uma parte com estutnicroscopica definida — fibras do
conjuntivo — e por outra ndo estruturada — subgtdhmdamental amorfa (Junqueira e
Carneiro, 1985). Por toda essa complexidade, édesgerar que 0 processo de renovacgao
desse tecido seja bastante elaborado.

Dentre os trés constituintes do colesteatoma, ampiiz é a que possui
histomorfologia mais variavel;, também é o local®edcontra-se o processo inflamatorio e a
producao de enzimas osteoliticas; constitui-seendadeira interface entre o colestetomas e a
orelha média, chamada por Dornekgsl (2006) de “campo de batalha”.

O colesteatoma poderia ser resultado de um dest®ntia proliferacdo celular
(Ferlito et al, 1997) decorrente de uma desordem no controle rdscimento celular,
compreendendo uma série de complexos e dinamicestasy envolvendo componentes
celulares e extracelulares com alteracbes em seupartamento biolégico, como
desregulacdo dos queratinocitos (Venaixal, 1996), os quais apresentam um crescimento
hiperproliferativo e alteracdes na diferenciacdalae Determinar a existéncia de defeitos na
sua biologia, bioquimica e genética é critico pacanhecimento da sua patogénese.

A capacidade de invasao, migracdo, alteracdo neredifiacdo, proliferacdo e
recorréncia dos colesteatomas é muito similar aplasias, porém ha relutancia, entre os
pesquisadores, em aceitar o enquadramento doseattesas nessa categoria (Deslegal,
1997a; Albinoet al, 1998b). Para os colesteatomas serem considenati#esdo neoplasica
€ necessario a evidéncia de instabilidade genétist® pode ser manifestada através de

alterac6es no DNA ou de anormalidades cromossongispscificas. Em 1995, Shinoda e
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Huang detectaram a proteina p53 em colesteatornggrisdo que estes poderiam ser
tumorais. Porém, Desloget al. (1997a) demonstraram nao haver alteracdes no DNA,
descartando, assim, essa hipotese.

Como as pesquisas citadas nao indicam nenhumailiddde genética dessas lesdes,
devemos investigar uma outra possivel razdo padesenvolvimento da OMCC, sendo
necessario perguntar sobre a origem do epitélianesso queratinizado nos colesteatomas.
Para estudar essa questao, muitas investigactizando analise imunoistoquimica tém sido
realizadas para comparar a localizacdo de marcaderdiferenciacdo nos colesteatomas e na
pele do canal auditivo externo. Devido as propdedaapresentadas pelas citoqueratinas,
essas tém sido consideradas, por alguns investeEmdomo um dos melhores instrumentos
para este proposito (Buj&t al, 1993; Kuijperset al, 1996; Vernnixet al, 1996).

As citoqueratinas séo proteinas que constituemdasaluas categorias de filamentos
intermediarios, localizados no citoplasma das aél@dpiteliais; possuem vinte subclasses,
sendo sua expressao dependente do tipo de egitdbesseu estagio de diferenciacdo (Mol
al., 1982). Pereira (1997), Albinet al. (1998b) e Kim e Chung (1999) relatam que a matriz
dos colesteatomas expressa citoqueratina 16 (CKd$)amadas suprabasais, sendo que a
expressao deste filamento protéico é caracteridaagpitélios hiperproliferativos. Lepercque
et al. (1993) descrevem que a CK16 ndo aparece no epit@éfimal, a ndo ser em areas sob
pressao e atrito, ou no epitélio de revestimengofdidculos pilosos. Segundo Broekagtrial.
(1992), a CK16 é expressa em regides especifioas) o0 anel timpanico e as regidées medial
e inferior do meato acustico externo. A presenc@k#&6 na matriz do colesteatoma poderia
indicar seu comportamento hiperproliferativo, sdraete ao de algumas doencas
epidérmicas, mesmo que 0 aspecto histologico destmdtoma seja igual ao da epiderme
normal. De acordo com Albinet al. (1998a), o colesteatoma forma-se como decorrélzia

tentativa de reparar uma lesdo, o que poderiaagapé presenca de CK16, caracterizando
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este epitélio como imaturo com predominio de pecdi€do celular. Kujiperst al. (1996)
analisaram o padrdo de citoqueratinas e sugerinaen agmatriz do colesteatoma néo é
resultado de uma mudanca metaplasica. Em seu estclontraram um epitélio semelhante
ao da membrana timpéanica e ao da pele do candivauelkterno, mas em diferentes estagios
de proliferacdo, dependendo do grau de inflamagésepte.

Um sinal caracteristico dos colesteatomas € dragfdio da perimatriz por células do
sistema imune. Piltcher (2000), em sua tese soitweiras na otite média cronica com
efuséo, afirma que, além dos ja conhecidos fatdeessco, como a disfungéo tubaria e as
infeccdes, muitas pesquisas sobre otite média €dirscionado ao estudo dos diferentes
componentes da resposta inflamatéria. O ponto fuedéal € se a inflamacdo deve ser
considerada apenas como um processo de defesaetaiteen papel na perpetuacéao da otite
média crénica colesteatomatosa.

Milewski (1998a) sugeriu que as citocinas inflamias) os fibroblastos e os
macrofagos seriam 0s responsaveis pela origemcimmsto e destruicdo 6ssea dos
colesteatomas. Varias citocinas e fatores de onestd poderiam estar envolvidos no
mecanismo de proliferacdo e desenvolvimento d&lepitto colesteatoma (Aumenégt al,
1996; Bujiaet al, 1996b).

Tomita (2000) afirma que existem varias hipoteseguk os fatores de crescimento e
as citocinas, presentes nos colesteatomas, indazativacdo de genes, comocemyg
causando a desregulacdo da proliferacdo celulathdduet al. (1997) investigaram a
distribuicdo e expresséo do fator de crescimemtwtal (TGF-alfa), do fator de crescimento
epitelial (EGF-R) e do oncogememycem células epiteliais normais da orelha média e em
colesteatomas. Estes fatores foram encontradosatidz nde colesteatomas, porém ndo em

células normais. Além da regulacdo autOcrina ddékpi pela producdo de fator de
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crescimento epitelial (EGF), a hiperproliferacdo dolesteatoma poderia depender da
interacdo do tecido subepitelial e das mudancéamatorias que ocorrem nessa doenca.

Uma caracteristica comum na patogénese dos vapos te colesteatomas é a
presenca de bactérias. A presenca de bactériasigp@pdemover um vinculo critico entre o
colesteatoma e o hospedeiro, impedindo que o epitébformado concluisse 0 seu processo
de diferenciacéo, o que o deixaria em um estadesgente, minimamente proliferativo, sem
ser migratorio ou invasivo nessa etapa (Chole aiBa@002). As interacdes entre células
inflamatorias e o epitélio do colesteatoma podersen responsaveis pela inducdo das
caracteristicas biologicas aberrantes dessa doenca.

Chole e Faddis (2002) estudaram, por microscom#raglica de transmissao, 24
colesteatomas humanos e 22 de esquilo da Mongg@idil). Das amostras provenientes de
humanos, 16 apresentaram achados histolégicosstemisis com bactérias em biofilme,
engquanto no material de gerbil, 21 mostraram evidéndessa forma. Esse achado poderia
estar relacionado com a atividade dos colesteatoprascipalmente com as infeccbes
persistentes ou recorrentes e com sua resistémeiardimicrobianos topicos e sistémicos. Os
autores sugeriram que a matriz do colesteatoma meim ideal para o desenvolvimento de
um misto de biofilme microbioldgico. Estes autoedsmam, ainda, que as bactérias com
biofilme séo resistentes aos antibioticos por misoaws diferentes dos usados por bactérias
planctbnicas, porém o exato mecanismo de resistéasi colénias de bactérias em biofilme é
desconhecido.

Os estudos publicados até agora apresentam alguales @ respeito da biologia dos
colesteatomas, porém muitas duavidas persistem. Canteriormente referido, os
colesteatomas apresentam caracteristicas neopglagiceasdo, migracdo, alteracdo na
diferenciacdo), mas, até o momento, ndo foi enadatrnenhuma comprovagdo de

instabilidades genéticas na sua estrutura, fatodggearta a possibilidade de enquadra-los



15

como neoplasia. Uma possivel resposta para suatedsticas de agressividade e
crescimento descontrolado dos colesteatomas def@egproliferacdo da matriz. Além desse
fato, citocinas relacionadas as células inflamasoiila perimatriz, representam um forte
candidato ao papel de ator principal dessa trartranégada de mecanismos. Todas essas
hip6teses levam-nos a considerar a complexidade\eda na biologia dos colesteatomas e,
consequentemente, ao emaranhado de eventos reldosoa sua patogénese.

Neste ponto instiga-nos uma indagacao: qual seripapel das caracteristicas
intrinsecas dos individuos na patogénese dos eatestas? Na Figura 2 podemos ver duas

otoscopias digitais. Em A esta representada uma @M€ em B, uma OMCC.

Figura 2: Otoscopias de dois pacientes do AOMC-HCPA. Em AteQdédia Cronica Nao-
Colesteatomatosa. Em B: Otite Média Cronica Co#gsteatosa
As semelhancas entre essas duas imagens séao iimpaesss, fato que ndo ocorre
somente nestas fotos, mas que também é constarggatiaa clinica. Entretanto, é de se

guestionar por que no primeiro paciente o procesgogesse momento, se estabilizou em uma
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retracdo severa, porém seca, € nao se desenvolv@lesteatoma, como no segundo
paciente? Apesar dos muitos estudos ja citadosieasinismos que levariam ao surgimento
de um colesteatoma ainda n&o foram bem determinados

Sabemos que, para o desenvolvimento do colesteatoima das condicdes
necessarias € o encontro de dois epitélios deatmrelha média (Ferlito, 1997); parece-nos
claro, porém, que esta condicao € insuficiente.

Uma evidéncia de que ha inumeros fatores, introssecextrinsecos, envolvidos na
patogénese dos colesteatomas sdo os trabalhosnesipiis com animais. Apesar de serem
submetidos as mesmas condicfes, as cobaias néserjara uma incidéncia plena de
colesteatomas. Wrighat al. (1985) conseguiram 39%; Wolfman e Chole (1986)6%0)
Vassali et al. (1988), 54,1%; Huangt al. (1988), 76,1%; de Jovet al. (1990), 75%;
Meyerhoffet al. (1990), 66,6%; Sobol (1980), 53,5%; Powretlal. (1994), 50%; Schimdt e
Hellstrom (1994), 89,5%; Whitet al. (1995), 70,6% e Hueb (1997), 53,5%.

Dentre estes trabalhos, o de Hueb (1997) apresaritas dados interessantes sobre o
tema dessa tese. Esse autor realizou um estudoiregptal com chinchilas, tendo como
objetivo o estabelecimento de um novo modelo anipala o desenvolvimento de
colesteatoma através de uma perfuracdo timparitaando uma “ponte facilitadora” para a
migracdo do epitélio ao interior da orelha médiaum irritante tecidual (estimulo
inflamatdrio). Nesse procedimento, em quase matadeanimais (46,5%) houve fechamento
da perfuracdo da membrana timpanica através daagdigrde células do epitélio escamoso
sobre a efusdo organizada. Nos animais com mawedda, observou-se a recuperacdo da
orelha média, apés a interrupcdo do estimulo irdtano. Hueb (1997) relata, ainda, que a
presenca de colesteatoma ocorreu, predominantegnmentbula timpénica anterior, regido

onde foi observada uma reacgao inflamatoria magnga.
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Parece-nos claro o envolvimento da inflamacédo rtagpaese da OMCC, pois a
persisténcia dessa poderia perpetuar o processicaleizacdo e proliferacao epitelial na
matriz do colesteatoma (Milewsky, 1998). TomitaQ@Pafirma que a inflamacao foi um
fendbmeno constante, na sua amostra em estudogree e essa talvez se constitua no unico

parametro que possa ser correlacionado com o cagatessivo dos colesteatomas.

No caso da otite média cronica, as defesas dorgst@une, provenientes da mucosa
da orelha média, séo recrutadas e contribuem ppedogiénese do colesteatoma (Magbt
al., 1991), podendo a inflamac¢éo da perimatriz couitripara o comportamento aberrante do
colesteatoma (Palva, 1997). Alguns autores acraddae haja a necessidade do tecido
inflamatorio de granulacao (perimatriz) para quera erosao 0ssea, caracteristica na otite

média crbnica colesteatomatosa (Swartz, 1984; Magas3; Jung, 2002).

O papel desempenhado pela perimatriz no estabertomda agressividade dos
colesteatomas ja havia sido aventado por Quaedrgh(1986), tendo esses autores sugerido
que as diferencas clinicas dos colesteatomas eni@ecas e adultos poderiam estar
relacionadas as caracteristicas histomorfoloégiasperimatriz, e que esta exerceria um
importante papel na desenvolvimento do colesteat@uoaoborando essa hipotese, Jaebb
al. (2001) sugeriram que o crescimento do colesteat@uaeria estimulado pela matriz, mas
sim decorrente do processo inflamatorio. A pems@téda inflamacéo causaria um processo
continuo de cicatrizagdo na perimatriz, com conseigllaumento no nivel das citocinas
(moléculas de inflamacéo e da resposta imune).

A existéncia de citocinas nos colesteatomas foiptowada com a imunolocalizagcéo
de cinco diferentes tipos dessas moléculas na peiar{Marenda e Aufdermorte, 1995). As
citocinas, dentre outros fatores, poderiam serorespveis pelo crescimento do colesteatoma
e pela destruicdo 0ssea por esse causada (Milek@98a; Michaels, 1989 e Ferlito, 1997).

Baseados nos achados de Lazetus. (1969), os quais sugeriram que a atividade quindaca
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perimatriz tem um papel na absor¢cédo 0ssea, Garaiz (1979), demonstraram que as células
mononucleares inflamatorias produzem enzimas cotdijieas. A importancia da perimatriz
na reabsorcdo O0ssea também foi destacada por Admaghsal. (1975), tendo sido esses
autores os primeiros a sugerir que o potencial idigiracdo dos colesteatomas estaria

correlacionado com atividades quimioenzimaticapetanatriz.

1.8 Angiogénese e Densidade Microvascular: Mamesdde Inflamacéo

Um processo inflamatério pode ser quantificadoirgtdmente, pela angiogénese, que
consiste na formacdo de novos capilares a partirades sanguineos pré-existentes. Esste
processo depende da proliferacdo de células eraistaejue sdo as células de revestimento
dos vasos sanguineos (Meurer, 2003; Folkman, FB8kman, 1990; Folkman, 1995a).

A angiogénese é fundamental para o desenvolvimemtmal e a homeostasia dos
tecidos. Existe nos tecidos normais do organismaeesposta a certos estimulos fisioldgicos.
Por exemplo, ocorre durante o processo inicialidatrizacdo de uma ferida, em sua forma
fisiologica, é essencial ao desenvolvimento tedjdigproducdo e cicatrizacdo de feridas
(Folkman, 1986; Folkman, 1990; Folkman, 1995a).

No entanto, ao contrario destes processos auttatios e controlados no tempo, a
angiogénese patolégica intervém ativamente na @aesg de certas doencas, incluindo
artrites, doencas de foro dermatoldgico, neo-vasalcdes oculares e neoplasias malignas.
Nessas condi¢cdes patoldgicas, a angiogénese pedsisinte meses ou anos, e raramente
termina espontaneamente. Teoriza-se que, nos tammaaéignos, as células endoteliais se
encontram em estado dormente durante algum tengpe,eem presenca de certos fatores e
estimulos apropriados, passam a uma fase de cergoinativo com a resultante neo-

vascularizacéo (Meurer, 2003).
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Esta demonstrado que o crescimento progressivaudosres e a eventual migracao
de células tumorais para zonas distantes, sdo mpuzs dependentes, em larga escala, da
angiogénese. O aparecimento de atividade angiaéniom tumor € um processo
independente que ocorre naturalmente, e € um dass \@stagios de evolucdo das doencas
oncogeénicas ou pré-oncogénicas (Folkman, 1971 heaplasias crescem de forma avascular
até atingir um a dois milimetros de diametro, otitelmxigénio e nutrientes por difusdo
passiva. Em dado momento, adquirem o fenétipo gégico, e comecam a recrutar vasos
maduros adjacentes, que passam a emitir brotameastsilares que, entdo, permeiam o
tumor (Kerbel, 2000).

Teorias fisiopatologicas sobre a angiogénese (Damet al, 1994; Folkman, 1995b;
Folkman, 1996; Hanahan e Folkman, 1996; lliopowdbsal, 1996; Volpertet al, 1995)
salientam o fato dessa depender, em ultima an@eem equilibrio delicado entre fatores
estimuladores e fatores inibidores. De acordo cese @rincipio, a angiogénese pode ser o
resultado de um excesso de atividade dos fatormutsdores ou de uma reducdo da
atividade dos fatores inibidores da neo-vasculediaa Caoet al. (1996) consideram, por
exemplo, que em condi¢cdes de hipoxia, células nisrmegem induzindo a formacéo de
VEGF, um fator pré-angiogénico. Para Folkman (1996¢stado de dorméncia poderia ser
atribuido a um balanco do fendmeno de neoformagisxwar, prevalecendo o efeito
antiangiogénico. Através de estudo experimentdknkan (1986) conseguiu caracterizar a
chamada angiostatina, que tem grande capacidadmilile a proliferacdo de células
endoteliais (Thompson, 2001; von Bulewal, 2001).

Os reguladores positivos da angiogénese podemvedirdiesquematicamente, em
dois grandes subgrupos: os fatores de crescimeagaiocinas. Foram identificadas dezenas
dessas moléculas, e em algumas a sequéncia ggaéiicanhecida, e a respectiva clonagem

ja é possivel. Entre os fatores de crescimenterdalin-se o fator de crescimento fibroblastico
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basico (bFGF), o fator de crescimento derivadoptiguetas (PDGF), o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fatores de crescimesgimelhantes a insulina (IGF), e fatores
estimulantes da multiplicacdo de granuldcitos e dobas (GM-CSF). Entre as citocinas,
destaca-se a interleucina 6 (IL-6) e a interleu8iri.-8).

Embora a quantificacdo da angiogénese tenha salizaga mais extensamente no
estudo de neoplasias, compreendendo a maioria igos tumorais, muitos apresentam
resultados contraditorios (Meurer, 2003), além g gstudos em colesteatomas sdo escassos.

A metodologia proposta por Vermeulen al, em 1996, para a quantificacdo da
angiogénese, e que tém mostrado bons resultaddsi & selecdo de zonas com grande
proliferacdo vascular, chamadas @ spot na margem invasiva do tumor (Meurer, 2003).
Os cortes, corados pelo CD31 seriam observadosegoepos aumentos, e estas zonas, uma
vez reconhecidas, seriam submetidas a contagemamdegaumento, de 200 vezes (Meurer,
2003). Neste meétodo, células endoteliais, ou grug@sceélulas endoteliais, claramente
separados de microvasos adjacentes devem ser e@ukid como microvasos e contados
(Vermeuleret al, 1996). Esta metodologia esta amplamente basea€éstudo de Weidnet
al. (1991) em carcinomas mamarios, onde a contagenastess mostrou-se como possivel
fator preditor de doenca metastatica.

Uma alternativa para este exaustivo método foatiespor Foxet al, em 1995, na
qual, ap6s a selecdo dmt spof uma ocular contendo 25 pontos aleatérios é rodada
maneira que 0 maximo de pontos esta sobre ou ddatk@asos, e estes sdo contados. Esta
metodologia foi chamada de contagem de pontos @ékl€ip. Os resultados obtidos messa
metodologia obtiveram boa correlacdo com a contagemanadlise de imagem e com a
contagem manual, mostrou-se como fator preditoepgeddente de progndstico (Fekal,
1995).

Kuczkowski et al. (2004) apresentaram o0s resultados de uma avaliagcédo
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imunomorfologica de 31 colesteatomas, divididos te@s grupos (quatro congénitos, 19
adquiridos primarios, oito adquiridos secundariddjilizaram o anticorpo CD31, para
quantificar tecido vascular nos trés tipos de d¢elemas, tanto na matriz como na
perimatriz, ndo encontrando diferenca de angiogéeese 0s grupos.

Olszewskaet al. (2004b), utilizando outro marcador de angiogér{€4e34) fizeram
uma comparacdo entre colesteatomas, tecido delgcaoue pele normal e encontraram a

angiogénese aumentada nos colesteatomas.

1.9 Poder de Erosdo Ossea

Conforme Fisch (1984), as complicacbes causadass pmllestetomas podem ser
divididas em dois grupos: as intracraniais — matesgabcessos e trombose do seio venoso —
e as do osso temporal — mastoidite, fistula laigenparalisia do nervo facial, labirintites e
destruicao ossicular.

Os colesteatomas apresentam grande poder de aysséa (Sadé e Halevy, 1974;
Bretlau et al, 1982). Usualmente atingem a cadeia ossicularemom freqliientemente, os
0ssos do cranio, inclusive o osso mais rigido dgadiumano, a capsula o6tica, o que
demonstra sua forte agdo destrutiva sobre o teisdeo. A destruicdo parcial ou total dos
ossiculos é observada em cerca de 80% dos pacoemiesolesteatoma, ao passo que na otite
média cronica ndo-colesteatomatosa ha erosédo eé@maaskicular em aproximadamente 20%
dos casos (Chole, 1997; Costa, 1991). Os mecanigueslevam a esse aumento na
degradacgdo Ossea e invasao ainda estdo em ingéstid2ornellest al, 2002).

Segundo Swartz (1984), a destruicdo ossiculaméis comum entre as complicacfes

dos colesteatomas, sendo que o tipo de destrugg@@nde da sua origem e do seu modo de
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expansdo. Segundo seus dados, a cadeia ossictidaringgcta em apenas 26% dos
colestetomas aticais, sendo o processo longo aeraiga regido mais afetada, seguida pelo
corpo da bigorna e a cabeca do martelo. Ja ostealemas da parte tensa apresentam um
poder de erosao de 90%.

Sadé e Berco (1974) realizaram exame histologico8@nossiculos, obtidos em
cirurgia, sendo 41 desses provenientes de pacienteOMCNC, e 39 de OMCC. A eroséao
O0ssea foi encontrada em 42,5% dos ossiculos denpesisem colesteatoma e em 84% dos
pacientes com colesteatoma, sendo essa diferetagstesamente significativa (P<0,0001).
Em estudo de Prescott (1999), foram acompanhadasid@icas com Otite Média Cronica
Colesteatomatosa; de um total de 96 colesteatobhtabilaterais), havia apenas 19 cadeias
ossiculares integras, 23 apresentavam erosao rieloneem a supraestrutura intacta, 51 com
erosao no martelo e perda da supraestrutura,de®ram descritos.

Sadé e Fuchs (1994) compararam os achados da esséolar em adultos (idade
14 anos) com aqueles achados em criancas (g£ld@eanos). O percentual de destruicdo do
estribo e do martelo foram similares nos dois gsupgé a bigorna apresentou destruicéo
significativamente maior em adultos. Também a paatio nervo facial e a fistula labirintica
apresentaram percentual maior nos adultos. Doslal. (2002) realizaram um estudo de
descricbes dos achados, da orelha média, no tpmratdrio de 55 pacientes com Otite Média
Crbnica, acompanhados no AOMC-HCPA. Desses pasied@% tinham diagnostico de
Otite Média Crénica Colesteatomatosa (OMCC). Nojumio da amostra, havia algum
envolvimento da cadeia ossicular em 66%, sendorgu®MCC, este indice era de 96% e na
OMCNC caia para 37%. A presenca de colesteatoragaeassociada a existéncia de dois ou
mais ossiculos afetados, assim como a maior presial@e auséncia ou erosdo dos ossiculos.
Esses achados indicam que a maioria dos pacieatesQMC, submetidos a intervencéo

cirurgica, possuem algum acometimento da cadeiautss e que a freqiéncia e a extenséo



23

do comprometimento estavam muito mais relacionamos a presenca de colesteatoma.
Nesse trabalho (Dornellet al, 2002) a idade foi categorizada como: criancad.&tanos e
adultos a partir de 19 anos; quando analisado jumimnda cadeia ossicular, observado no
trans-operatorio de pacientes com otite média cadoolesteatomatosa, foi encontrado 100%
de comprometimento nas criancas e 92% nos adufitoando comparados 0s ossiculos,
separadamente, havia 30% de alteracbes no ma3@o,no estribo e 90% na bigorna, sem
diferencas entre adultos e criancas (Dornelled, 2002).

A absorcéo 0ssea € estimulada por uma variedaff¢ades, incluindo a inflamacéao, a
presséo local, citoqueratinas especificas e quard@Iszewskaet al, 2004). O conceito
enzimatico, no qual enzimas de origem epitelial sansideradas as responsaveis pela
destruicdo 6ssea, foi definido por Abramson (1989,1a, 1971b e 1976), o qual demonstrou
a presenca de metaloproteinases e hidrolases msteaioma, hipotese posteriormente
confirmada por Thompsen (1977). Ferktioal. (1997) sugeriram que a propriedade destrutiva
dos colesteatomas, a erosdo 60ssea, € causadarpelegdo de metaloproteinases pelos
componentes dos tecidos epitelial escamoso e él(roatriz e perimatriz, respectivamente).
N&o esta bem demonstrado, ainda, se o osso mmaelalipossa ser absorvido pela
colagenase. A hipétese de reabsorcdo 6ssea pobiagidmica, exclusivamente exercida por
enzimas colagenoliticas, foram incorporados, pasteente, outros agentes, como o fator de
necrose tumoral (TNF), as interleucinas (libtle as prostaglandinas (P@HEMinotti,1996;
Kurihara,1991; Hanseet al, 2001).

Hamseiet al (2003) analisaram 21 colesteatomas, através alfiseem cadeia de
polimerase (PCR), imunoistoquimica e histologian am objetivo de investigar os fatores de
estimulacdo e diferenciacdo de osteoclastos ensteatemas, utilizando pele do meato
acustico externo como controle. A analise imunosimica demonstrou uma elevacao de

células precursoras de osteoclastos e macréfagosabesteatomas. A andlise da perimatriz
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demonstrou que, nesta regido do colesteatoma, di@s tos fatores necessarios para a
osteoclastogénese e para a estimulacao da reabh$ssEs.

Peeket al. (2003) estudaram a concentracao de lipopolisshszsi(componente da
membrana de bactérias Gram-negativas — Schoetleal, 2004) em colesteatomas e
compararam com o0s nivel encontrados em amostrggmaentes com otite média cronica
nao-colesteatomatosa. Encontraram concentracoesattes em pacientes com colesteatoma
e sugeriram que estes resultados estariam cooeéins com os altos indices de absorcéo
0ssea.

Dornelles et al. (2005b) utilizando a escala proposta por Saleh iks M1999)
encontraram que havia algum envolvimento da caassécular, em pacientes com OMCC,
em 98% dos casos. O ossiculo mais frequentemeatadaf era a bigorna, seguida pelo
estribo e pelo martelo. Quando correlacionaram au gte comprometimento da cadeia
ossicular com a idade do paciente a cirurgia, assspa da perimatriz e o grau histolégico de
inflamacdo ndo foram detectadas correlacbes corhunem das variaveis analisadas. Os
achados desses autores sugerem que €, praticameinersal o acometimento da cadeia
ossicular na otite média crénica colesteatomatosa, que o0 estado dos ossiculos néo tinha,
ao menos naguele momento, correlacdo com os achaskodogicos dos colesteatomas

estudados (Dornelles al, 2005b).

1.10 Colageno e Metaloproteinases

O colageno é a proteina formadora das fibras codsgesendo a mais abundante
proteina do reino animal e o principal constituidtes ossos, peles e tecidos conectivos de

todos os mamiferos. No ser humano, representa 30ésomtetido protéico total do corpo. E
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sintetizado por diversos tipos de células, comdilmsblastos, osteoblastos, e condrdcitos.
Essa proteina tem como principal funcdo impediefmrdhacdo dos tecidos, mantendo sua
forma estrutural. Suas fibras sdo responsaveis) @é outras funcdes, pela estrutura de
tenddes e ligamentos (Junqueira e Carneiro, 1985).

O nome colageno deve-se ao fato de que, quandaddeem agua, forma uma
substancia que pode ser usada como cola. Essas fddio birrefringentes, brancas e
constituidas por moléculas alongadas e paralee&suem uma estriacdo transversal tipica,
fato que possibilita sua facil identificacdo nasnografias eletrénicas (Kramet al, 2001).

A molécula de colageno apresenta-se em forma st@dyadormado por uma triplice hélice,
com cerca de 3.000 A de comprimento e 15 A de didm@kuyamaet al, 1981). A
estabilidade dessa triplice hélice € mantida patgsode hidrogénio entre os filamentos e por
um efeito estérico de suas prolinas e hidroxipadliiBerisioet al, 2002). Em condi¢des
laboratoriais, o colageno € obtido a partir da dlise enzimatica de matérias-primas
colagenas selecionadas, onde, através de prodeegasmicos, se quebra a estrutura original
da molécula, resultando, assim, num produto complente solivel em agua fria, sem as
caracteristicas geleificantes da gelatina e dersabdor neutros (Stryer, L., 1996).

Em otologia, materiais compostos de colageno sakrzadibs como esponjas
degradaveis que, depois de umedecidas, tém umaeapeado gelatinosa, sendo utilizadas
cCoOmo um suporte-base para 0s enxertos nas cirumgmascubos, empregadas como um
legitimo colchdo de apoio ao enxerto, ou em pequéras ou “trilhos” (Dornellegt al,
2003).

A degradacdo do colageno, na matriz extracelulapbtida por uma familia de
metaloproteinases (MMP) que clivam suas fibrasctataem fragmentos menores que podem
ser fagocitados e, subseqientemente, degradadosermmimas lisossébmicas até seus

aminodcidos constituintes (Champe e Harvey, 1996).
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Wysocki et al. (1998) sugeriram que altos niveis de metalopraggiraumentariam a
degradacdo de componentes moleculares essencipi®@sso cicatricial e, também, que a
diminuicdo dessas enzimas, em feridas, impedideoaicidade das lesbes e as dificuldades
de cicatrizacdo. Os fibroblastos sdo induzidosa mpatierleucina-1 (IL1) e pela linfatoxina
(TNF), a produzirem metaloproteinases, as quaisns@diadoras de eventos importantes de
protecdo e regeneracdo de tecidos lesados, maemuepndicdes especiais, podem estar
envolvidas em destruicdo de tecido sadio (Wysethki., 1998).

Como ja mencionado anteriormente, o0 colesteatoram &isto epidermoide, tendo
como um dos fatores de significancia clinica ss®@&@acdo com uma progressiva destruicdo
Ossea. A possibilidade de que o colesteatoma passaasubstancia capaz da lise 0ssea foi
sugerida por Lautensclager, em 1927. Em 1969, Atwandemonstrou a capacidade dos
colesteatomas de produzirem metaloproteinase.

A perimatriz possui, em sua composicao, fibras d&geno, além de outros
elementos. Na Figura 3, apresentamos uma imageitaldde cortes transversais de
colesteatomas corados em Picrossirus, a qual soféras dessa proteina em bordd (A),
contrastando com a coloracéo verde do epitélid{@ssa figura, podemos perceber a grande

quantidade de colageno na estrutura da perimatriz.

400x

Figura 3: Cortes transversais de colesteatomas corados eas$itos.
A — perimatriz; B — matriz; C — conteudo cistico
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A maior espessura da perimatriz nos colesteatonegatpicos, poderiam estar
relacionados a atividade de metaloproteinaseses®en espéecimes houvesse uma diminuicao
das fibras colagenas. Confirmando-se esses achlhelwscomo uma maior quantidade de
enzimas colagenoliticas, ou uma acao diferenciasate em criancas, estariamos mais
proximos de uma explicacdo sobre o porqué de qoelasteatoma pediatrico poderia ser

mais agressivo.

1.11 Metaloproteinases

A matriz extracelular desenvolve papel crucial esehvolvimento e na manutencéo
da arquitetura tecidual, € composta por colagelassininas, fibronectina, vitronectina e
proteoglicanos (Yooret al, 2003). A degradacdo da matriz extracelular leyeeda da
integridade tecidual, fato que é fundamental emcegssos fisioldgicos, tais como:
remodelacdo éssea, implantacdo trofoblastica driz@gdo, porém esse mesmo fendmeno
esta envolvido em processos inflamatorios (Krai&oeem, 2000).

Proteinases participam de todas as etapas do pooaks degradacdo da matriz
extracelular, sendo essenciais para a interacacdalsas com o meio circundante (Yoen
al., 2003). Existem diversas familias de enzimas dquana nesse processo, destaca-se, por
sua participacdo em praticamente todos os passdegiladacédo dos componentes da matriz
extracelular: a familia de metaloproteinases (MMP).

As MMP constituem uma familia de endopeptidases) adividade hidrolitica de
amplo espectro para as proteinas extracelulares.

A atividade da maioria de metaloproteinase € mhaiga ou insignificante nos tecidos

normais, sendo a expressao € transcripcionalmamtotada por citocinas inflamatorias,
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fatores de crescimento, hormoénios, interacdo cétélala e célula-matriz (Nagase e
Woessner, 1999).

As MMP séo proteinas extracelulares, mas estudmntes indicaram que MMP 1
(Limb et al, 2005), MMP 2 (Kwaret al, 2004) e MMP 11 (Luet al, 2002) também séo
achados intracelularmente e podem agir em proteimagracelulares.

Uma MMP tipica consiste num pré-peptideo de, apnadiamente, 80 aminoéacidos,
um sitio catalitico metaloproteinase, em torno d@ aminoacidos, um peptideo de ligacao
com comprimentos variaveis e uma hemopexina, gfiioximado de 200 aminoacidos (Bode
et al, 1993).

As MMP podem ser ativadas (Figura 4) por proteigase por ativacdo quimicay
vitro (Nagase, 1997). A ativacdo das MMP é sequlencialmantos casos, um ataque
proteolitico inicial ocorre com a expossicao dadegle dobra entre a primeira e a segunda
hélices do propeptideo. A clivagem especifica dgdcede ligacdo € determinada por uma
sequéncia especifica encontrada em cada MMP. Apanas parte do propeptideo é
removida, o que, provavelmente, desestabiliza damgs do propeptideo, incluindo a
interacdo cisteina-zinco, 0 que permite 0 processtm intermolecular,  ativando,
parcialmente, as MMP intermediarias (Suzetkal, 1990; Nagaset al, 1990), sendo 0 passo

final nessa ativacao conduzido por uma outra MMP.
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Figura 4. ativacdo sequencial de proMMP. A proMMP ¢é seceetaaino zimogene inativa
e pode ser ativada por proteinases (caminho supetiopor agentes de nao proteoliticos
(caminho inferior). A atividade plena resulta danogédo da sobra do propeptideo por
processamento intermolecular. Adaptado de Nagfaake(2006).

A maioria das proMMP sédo secretadas nas célulasva&das extracelularmente. A
proMMP 2 ndo € prontamente ativado por proteinasasgeral. A ativacao principal da
proMMP 2 acontece na superficie da célula e é ™dagiar MT-MMP. Isto inclui MTIMMP,
MT5 MMP (Llano et al, 1999; Pei, 1999) MT3 MMP (Takinet al, 1995) MT2 MMP
(Butler et al, 1997), e MT6 MMP (Velascet al, 2000). A MT4 MMP néao ativa a proMMP
2 (Englishet al, 2000).

Uma importante funcdo das MMP pensa-se ser a remaganatriz extracelular na
reabsorcao tecidual. No entanto, a matriz extréaeldo é simplesmente um arcabouco
extracelular; também age como um reservatorio déaulas biologicamente ativas, tal como
fatores de crescimento (Sternliattal, 2001). Alguns componentes da matriz extracelular
podem expressar funcdes biologicas criticas na@iise. A degradacdo de componentes da

matriz extracelular, por MMP, pode alterar tantwomportamento celular como os fenoétipos.

Por exemplo, a degradacdo do colageno tipo | plaigenoase € associado com ativacédo de
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osteoclastos (Hollidayt al, 1997), migracdo de queeratindcitos durante relegracao
(Pilcheret al, 1997), e apoptose de células epiteliais @teil, 1996). A clivagem da MMP 2
e da MT1MMP da cadeia de laminina 5 expde um sffieco pro-migratorio, promovendo a
migracdo de células normais no cérebro (Gianeelil, 1997; Koshikaweaet al, 2000). A
clivagem de CD44 por MT1MMP esta associada comag#y de célula (Kajitat al, 2001).

A MMP 2 expressa em células Schwann de nervosépeons degrada proteoglicanos de
sulfato de condroitina acarretando neurite (Krekagtkal, 2002). Portanto, a funcdo das
MMP € muito mais complexa e sutil que uma simplegradacao, adicione-mos a esse um
jamais explorado numero de proteinas que néo sawatliz extracelular, mas também séo
substratos de MMP e exercem atividades biologiREawley e Matrisian, 2001; Sternlicht
e Werb, 2001), a complexidade do papel de MMP amdesa doenca parece evidente.

As MMP interferem umas com as outras a medida eennquitas delas podem ativar
outras pro-enzimas, 0 que sugere que a ativacdoolma das mesmas pode envolver uma
cascata, englobando diferentes membros da fanagidMP (Cawston, 1998).

As células endoteliais sintetizam varias MMP: MMRIVIP2, MMP9 e MT1MMP.
Dentre estas a MMP2 , MMP9 e a MT1MMP foram deasritomo exercendo importante
papel na angiogénese (Stetler-Stevenson, 1999).

A angiogénese envolve proliferacdo e migracdo teastendoteliais, remodelamento
da matriz extracelular, formacdo tubular, recrutatmede estruturas adjacentes para a
sustentacdo dos neovasos, anastomoses e desemvitvide membrana basal (Ramsden,
2000). As metaloproteinases participam desde airaipta membrana basal vascular até a
proliferacdo endotelial, sendo parte de sua ac@ceswmoléculas pré-angiogénicas como a
familia dos fatores de crescimento endotelial Masce angiogénicas como a angiostatina

(Yoonet al, 2003).
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Nguyenet al. (2001) postularam um modelo para o papel das MEIR2ZMP9 na
angiogénese. A MMP2, constitutivamante secretadis peelulas endoteliais, seria ativada
através de uma cascata de acdes enzimaticasradpartombina.

As metaloproteinases, em especial a MMP 2, sdonaiszcapazes de causar erosao
ossea (Moralest al, 2007). As MMP sé&o produzidas na matriz dos cedgsinas, tendo sua

acao na perimatriz (Figura 5).
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Figura 5: Resumo dos diferentes tipos de células que prodda®IP e TIMP. A matriz do
colesteatoma pode desencadear a resposta imursotimit ativacdo de diferentes células na
perimatriz, tais como macrofagos, fibroblastosgeecbcitos, liberando citocinas, como a
interleucina-1 (IL-1) e o Fator de Necrose TumdfBINF o). As células imunoldgicas,
ativadas, também podem liberar tanto MMP como TIB&b condigbes fisiologicas, ha um
equilibrio de MMP/TIMP. Reacdes inflamatorias levanuma desigualdade entre MMP e
para TIMP, e isto pode levar & remodelacdo da mattracelular. Modelo criado pela
autora, adaptado de Nagasel. (2006).

Naim et al. (2004) afirmam que as metaloproteinases podemasacterizadas como
"escavadoras-destruidoras" da matriz extracell@arguais permitem o remodelamento do

tecido normal e contribuem para a destruicdo dddgmatoldgico. Estes autores estudaram 12
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espécimes de colesteatomas obtidos durante a reramgégica e utilizaram tecido do meato
acustico externo normal, como controle. O matéoiainarcado com os anticorps para MMP-
2 e MMP-9. O imunoestadiamento para metaloprotema&stava aumentado em todas as
camadas do colesteatoma, entretanto, a pele doomeaistico externo apresentou
imunoestadiamento moderado. Os mesmos autores (Blamh, 2004) sugeriram que as
metaloproteinases poderiam modular o balan¢co entteescimento e a apoptose celulares,
garantindo a integridade do tecido. As circunstadesequilibradas, tais como descritos
pelos autores (Nairat al, 2004), poderiam resultar em descamacao e acumaoloeguladas
de queratindcitos inoperantes, crescimento invasivdefeituoso no tecido adjacente, e a
perda do controle do crescimento.

Naim et al. (2005), estudando um sistema antagonista das opestdinases,
encontraram que somente as camadas basais dosrespde colesteatoma foram marcadas,
ja as camadas suprabasais mostraram imunoestadiadierinuido ou negativo, entretanto,
na pele do meato acustico externo, todas as canestisgam homogeneamente positivas.
Esses autores (Naiet al, 2005) sugeriram que o equilibrio entre fatoresirdegradores e
estabilizadores no tecido normal, estaria pertwhedtecido inflamado e/ou neopléasico.

Em 1996, Gohlkeet al. descreveram a metaloproteinase 2, uma colagenadezpla
no nucleo de células, estando esta relacionadayaios aspectos, com a progressao de
tumores, incluindo crescimento, invasdo, metastas@giogénese. Segundo Sun e Hemler
(2001) a MMP2, sdo enzimas proteoliticas capazefedeadar componentes conectivos dos
tecidos e est&o envolvidas nas interagoes extiaoesdu

Schonermarlet al. (1996) demonstraram que a invasao de tecidosquddsteatoma
estava relacionada a MMP2, Banergeal. (1997) demonstraram a presenca de MMP2 em
colesteatomas. Zhat al. (2001) observaram que h& estreita relacdo entesteatomas e

metaloproteinases (MMP2 e MMP9); concluiram quesoddem entre as metaloproteinases
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e seus inibidores, foram uma das razfes pela d@wsa@gsea causada tanto por cancer de
orelha média quanto por colesteatoma.

Para Bernal-Sprekelsest al. (2001) o epitélio do colesteatoma € caracterizamo
uma falta de regulacdo no queratindcito, acompanpad destruicdo dos ossiculos e outras
partes do osso temporal. Através de métodos imtapiBnicos perceberam que
metaloproteinases e o fator de crescimento bas&ofilmroblastos poderiam explicar
atividades destrutivas e proliferativas do coldst@a na orelha média. Ainda nesse trabalho,
Bernal-Sprekelsert al. (2001) conseguiram demonstrar alteracdes na memlirasal de
colesteatomas acompanhada da presenca de MMP elinmaa imunoreatividade para
colageno tipo IV e laminina. Os autores concluezemilo que as MMP podem ter um
importante papel na manutencdo da atividade pratif@ e na agressividade dos
colesteatomas.

Em 2003, Wilmothet al. descrevem que as MMP s&o conhecidas por pargcipda
fisiologia normal do metabolismo do colageno, naeskiém estdo associadas com a absorcao
patolégica da matriz extracelular de processosanmditérios crénicos de pele, tumor e
metastases. Djonoat al. (2001) correlacionaram a presenca de MMP2 conogressao do
cancer de mana para fenotipos mais agressivos @ ¢adiferenciacéo celular.

Todas as MMP sdo inibidas e reguladas por umaitaespecifica de proteinas, que
se denominam inibidores teciduais de metalopratema TIMP (Matrisian,1990; Nguyest
al., 2001). Atualmente sdo conhecidos quatro membaofanhilia das TIMP, os quais sao
capazes de se ligar e inibir a atividade de toosmembros da familia das MMP.
(McCawley e Matrisian, 2000).

A interrupcédo da homeostase MMP-TIMP, pode desesazagm processo patoldogico,
ou seja, a maior quantidade de metaloproteinasedgriga contribuir para o processo de

absorcdo 6ssea. Neste sentido, a quantificacionadaloproteinases pode ser util na
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avaliacdo do comportamento dos colesteatomas, eoarcadores de sua agressividade. O
entendimento da complexidade das MMP, em termosude atividades bioldgicas, ainda é
incipiente, algumas questdes sdo paradoxais, pn@e como podem exibir efeitos pro e

anti inflamataorios, ou pré e anti angiogénicas?g@éaet al, 2006).
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2. Justificativa

Existem controvérsias quanto as caracteristicagcali dos colesteatomas pediatricos.
Alguns autores sugerem que, na infancia, a otitdianérénica colesteatomatosa seria mais
agressiva e teria um prognostico menos favoravejudoem adultos (Glasscock, 1981; Ruah,
1992; Bujiaet al, 1996, Palveet al, 1997; Sudhoffet al, 2000). Porém, ainda nédo ha
achados histolégicos, bioquimicos e/ou biofisicosclusivos que confirmem essa hipotese.

Apos a comparacao histologica dos colesteatomasgspracial da perimatriz, entre
pacientes pediatricos e adultos, Dornedteal. (2006) encontraram fortes evidéncias de que o
processo inflamatdrio nos colesteatomas pediatremsa mais exuberante. A analise
imunoistoquimica auxiliara a determinar, com macgcisdo, o grau de inflamacao, bem
como sua correlacdo com a idade do paciente addatarurgia. AO mesmo tempo que a
quantificacdo das metaloproteinases na perimatidieng nos auxiliar a saber se a espessura
da perimatriz esta relacionada ao seu grau infi@neabu a quantidade de fibras de colageno
da sua estrutura.

O conhecimento gerado por essa tese poderd adesscembsidios para a
determinacdo da maior agressividade ou ndo da OMM@Ccriancas, com consequentes

implicacdes terapéuticas decorrentes do esclaratngesse ponto.



3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Descrever e comparar, histologicamente, colestesoadquiridos de criancas e

adultos vistos a microscopia optica.

3.2 Objetivos Especificos
1 - Correlacionar a espessura da perimatriz, meeidamicrometrosm), com a
idade do paciente na data da cirurgia.
2 - Correlacionar a espessura da perimatriz, meghaanicrometrosg(m), com grau
histolégico de inflamacéao.
3 - Correlacionar a espessura da perimatriz conantieorpos de CD31, MMP2
citoplasmatica e nuclear e MMP9
4 - Correlacionar o grau histologico de inflamagion os anticorpos de CD31,
MMP?2 citoplasmética e nuclear e MMP9
5- Correlacionar a idade do paciente a cirurgia osnanticorpos de CD31, MMP2

citoplasmatica e nuclear e MMP9



4. Métodos

4.1 Delineamento

Estudo transversal, comparativo e contemporaneate orfator em estudo foi a faixa
etaria dos pacientes, e o desfecho foram compaéldgicos e imunoistoquimicos da

perimatriz e da matriz dos colesteatomas adquiridos

4.2 Pacientes

Os pacientes incluidos neste estudo foram provessiedo Ambulatério de Otite
Média Cronica do Hospital de Clinicas de Porto AdegAOMC-HCPA), com diagndstico de
otite média crénica colesteatomatosa, ndo haversoirdinagdo quanto a sexo e etnia. Os
pacientes foram separados em dois grupos: pediattanstituidos por pacientes na faixa

entre 0 e 18 anos, 11 meses e 30 dias; e adultopaoientes a partir de 19 anos (conforme a
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Convencao das Nacdes Unidas sobre os Direitosidagar 1989), sendo considerada a idade
do paciente a data da cirurgia.

No AOMC-HCPA, na primeira consulta, foram coletadatados basicos de
identificacdo (nome, sexo, data de nascimento, dataonsulta, nUmero do prontuério,
telefone de contato) e motivo do encaminhamenta p&ervico de Otorrinolaringologia. Foi
realizada anamnese dirigida, acumetria com diapdsadbl2 Hz, teste de Rinne, teste de
Weber e otoscopia das duas orelhas. No Anexo néaese o modelo do protocolo de
primeira consulta do AOMC-HCPA.

Ainda nessa consulta inicial, foi realizada uma&gem das duas orelhas para analise
das doencas, discussdo da patogénese e arquias iBssyens foram captadas através do
Video Digital Recordere armazenadas em CD.

Conforme a rotina do Servico de Otorrinolaringotogia disponibilidade de horarios,
0s pacientes foram encaminhados para cirurgia. fdeira ato cirdrgico é preenchido
protocolo detalhado de onde sdo extraidos os dautwe 0 estado da cadeia ossicular e a via

de formacé&o dos colesteatomas.

4.3 Processo de Amostragem

4.3.1 Calculo do Tamanho da Amostra
Com base no trabalho de Dornelles (2004), considergea = 0,05, = 0,10 e um
tamanho de efeito padronizado de 0,70, foi calaulad nimero total de 90 pacientes, sendo
45 de cada grupo. Este tamanho de amostra € siéigi@ara encontrar uma correlacao igual

ou maior que 0,50, entre a idade do paciente addat&urgia e a espessura da perimatriz.
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4.3.2 Critérios de Incluséo
A inclusao dos pacientes neste estudo obedeceuwritéisos:
1. Diagnéstico de Otite Média Crénica Colesteatomatosa

2. Presenca histoldgica de matriz e perimatriz nosteétoma coletado.

Para auxiliar o entendimento do segundo critérioird#dusdo, caso classico de
representacdo histolégica da presenca de matezimatriz no material processado pode ser
visto na Figura 6, a seguir. Em A, vé-se a perimatonstituida por tecido conjuntivo
subepitelial, contendo fibras colagenas, elastifi@soblastos e células inflamatorias. A
matriz esta identificada pela letra B, sendo untéépi semelhante ao da epiderme da pele
normal. O conteudo cistico, formado por queratingisualizado na regido identificada pela

letra C.

Vs i 3
Figura 6: Imagem digitalizada de lamina, com corte transvedsa colesteatoma,
corada em Hematoxilina-Eosina. Podemos ver suas tpartes
constituintes: A — perimatriz, B — matriz, C — caindo cistico. Aumento:
100x
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4.3.3 Critério de Exclusao
Foram critérios de exclusao:
1 - o diagndstico de colesteatoma congénito;

2 — a nao reatividade aos anticorpos apos a tarceloracao.

4.4 Colesteatomas

Os colesteatomas foram coletados, no periodo de aea2003 a marco de 2007, pelos
cirurgides otologistas, em locais especificos d¢harmédia, sendo eles no mesotimpano, no
atico e sobre o canal semicircular lateral. Esieai$ foram selecionados para tentar garantir
gue as amostras coletadas, as quais deveriam tainimo 5 milimetros, tivessem matriz e
perimatriz. O material coletado foi imediatamentado em formol a 10% e posteriormente
processado pelas técnicas histologicas habituzis,imclusdo em parafina.

Foram preparadas cinco laminas para analise dearadstra de colesteatoma (Figura
7). As laminas foram coradas em Hematoxilina-EoqiH&), Picrossirius (Sirius Red),
Anticorpo CD31, Anticorpo MMP2, Anticorpo MMP9 exaisadas em microscopio optico.
A coloracdo em HE foi utilizada para avaliar a gnigade histolégica do colesteatoma
(presenca de matriz e perimatriz), além da obtend@® descricdes histologicas dos
componentes dos colesteatomas; a de Picrossines g@ra a medicdo da espessura da
perimatriz, pois nela as fibras de colagenos caaram bordd, facilitando a delimitagdo do
campo a ser medido. As laminas com o anticorpo CIDBAm utilizadas para a contagem
total de vasos. As amostras com as metaloproteriddP2 e MMP9) foram utilizadas para

a quantificacdo de metaloproteinases.



Figura 7: Nessa imagem podemos ver a mesma amostra corabd& €A), Picrossirios (B),
MMP2 citoplasmatica (C), MMP2 nuclear (D), MMP9 (E)D31 (F). Aumento:
40x (Ae B), 200x (CaF)
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4.5 Descricao Histologica

Todas as descricbes foram realizadas pela mesmégiata, de maneira “cega’,
sendo observados os seguintes constituintes: numédm de camadas celulares da matriz,
presenca de hiperplasia na matriz, espessura @iemelimitante da perimatriz, fibrose e
granuloma na perimatriz.

O numero médio de camadas celulares da matriztaimpela contagem dessas, em
cinco campos diferentes, e coletado de maneirdreentOs dados de hiperplasia na matriz, o
epitélio delimitante da perimatriz, fiborose e gremwa na perimatriz foram coletados de

maneira qualitativa do tipo sim ou néo.

4.6 Medicéo da Perimatriz

ApoOs a avaliacdo da lamina em HE, com a confirmagémtegridade histologica das
amostras, era feita a segunda lamina em PicrasgfFigura 3B), a qual foi utilizada para a
medida da espessura da perimatriz.

As laminas com cortes transversais de colesteatoram analisadas no microscépio
Olympus modelo BX40, acoplado a uma céamera diglhalny, conectada a um
microcomputador com placa de captura de imagema,gabtencdo das imagens digitais do
material. A leitura foi “cega” e controlada pelasqeisadora.

A espessura da perimatriz, medida em micrometmltida através de andlise de

imagens computadorizadas, utilizando-s®ftiware ImagePro PlugFigura 8, a seguir).
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Figura 8: Imagem capturada no prograni@agePro Plus representando o médulo de
medic&do. Aumento: 100x

De cada amostra foram realizadas 20 medidas dasspeda perimatriz. Dessas
medidas, foram obtidas a média, a mediana, o tamnarihimo, o tamanho maximo, o delta
(tamanho maximo — tamanho minimo) e a soma, sesgks@s parametros utilizados para as
comparagdes entre 0S grupos.

Para a obtencdo das 20 medidas de espessura,na l@inpercorrida em toda a sua
extensdo, sendo digitalizadas quantas imagens nfossecessdarias para retratarmos a
variabilidade intrapacientes.

Os dados coletados foram registrados em planilbaphlicativoExcel
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4.7 Imunoistoquimica

Os mesmos colesteatomas utilizados para os castescoloracdo em Picrossirios
foram submetidos a técnica de imonuistoquimicézatla na rotina do Servi¢co de Patologia,
a qual consiste na desparafinizacdo e reidratagioperacdo antigénica, inativacao de
peroxidase enddgena e bloqueio das reacdes inksapeci

Para a contagem do numero médio de vasos sangifidn@osparada a terceira lamina
utilizado-se o anticorpo anti-CD31 primario (cloh€70A, Dako Cytomation, Carpinteria,
CA, USA). O material foi encubado por 12 horas,uatp grausCelsius na diluicdo 1:40,
seguido de aplicacdo do complexo estreptavidinaddigperoxidase (LSAB, Dako) e
revelacdo com diaminobenzidina tetraidroclorida (BAB, Dako).

A leitura das laminas foi realizada sob microscajmca com aumento de 200 vezes,
por duas observadoras independentes (sendo ums pielessora do Departamento de
Patologia da FAMED-UFRGS e a outra sendo a propesquisadora). Todas as laminas
passaram por uma leitura “cega” e controlada petgyisadora.

O numero médio de vasos sanglineos na perimatripligtado de maneira continua,
obtida pela contagem de pontos de Chalkley, ondegrade, contendo 25 pontos, é colocada
sobre a imagem digitalizada e sdo contados todgmps que coincidam com 0s vasos
marcados (Figura 9). Foram realizadas de duasca oimagens, dependendo do tamanho dos
colesteatomas, com o niumero de vasos contadosdaninsagem foi obtida a média. As areas
da perimatriz com Obvio tecido de granulagdo foeartadas na captura das imagens. A
leitura das laminas foi realizada por duas obsemzsd independentes (uma aluna do
Departamento de Patologia da FAMED-UFRGS e segamtéapria pesquisadora), a variavel

final foi a média de todas as leituras realizadasada lamina.
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Figura 9: Imagem capturada no progranraagePro Plus representando o modulo de
contagem dos vasos sanguineos. Aumento: 200x
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Para avaliar a producdo das metaloproteinases faramaradas as duas ultimas
laminas utilizando-se os anticorpos anti-MMP2 (72k[Tollagennase [V, Chemicon
Internacional, USA) e o anti-MMP9 (clone 9D4.2, @heon Internacional, USA). Os cortes
de colesteatomas foram incubados por 72 horasaaoqgrausCelsius na diluicdo 1:40,
seguido de aplicacdo do complexo estreptavidinerdigperoxidase (LSAB, Dako) e
revelacdo com diaminobenzidina tetraidrocloridot (BAB, Dako). A imunoreatividade das
metaloproteinases foi observada na matriz dos teal®snas, sendo que a MMP9 no

citoplasma das células do epitélio e a MMP2 ngpt@igma e no nucleo.
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Observou-se a intensidade de coloragcdo da MMP2 EBIMR9, sendo resultado o
expresso em 0, 1, 2 e 3, de acordo com a interesidadcoloracdo das metaloproteinases
(ausente, discreto, moderado e acentuado, respeente). Além de avaliar a intensidade da
coloracao, também foi estimado o percentual ddagtjue haviam sido coradas, numa escala
que variou de zero (nenhuma imunoreatividade) &4 Q@das as células coradas), esse
percentual foi dicotomizado em: 1 - quando os peuzes variavam de 0 a 50% e 2 - de 51 a
100%. A variavel final a ser analisada, estatistigate, foi o resultado do produto entre a
intensidade de coloracdo (de zero a trés) pela fawdtiplicador (1 ou 2) resultante do

percentual de material corado.

4.8 Considerac6es Eticas

Foi obtido Termo de Consentimento Livre Informadméxo 2) para a utilizacédo
anonima dos dados dos pacientes e para coletatéoiaham cirurgia. A obtencdo ou nao do
consentimento informado nao influenciou o tratamedbs pacientes. Este projeto foi
aprovado, quanto as questbes éticas e metodolpgieds Grupo de Pesquisa e Pos-

Graduacéo do HCPA, em outubro de 2002 (Anexo 3).

4.9 Andlise Estatistica

A comparacao entre os grupos foi realizada atrdegdestes de Mann-Whitney e exato

de Fisher. Para verificar a existéncia de correlaigh utilizado o coeficiente de correlacdo de
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Spearman. A analise estatistica foi executadsoftwvare Statistical Package for Social Science
(SPSS) 10.6or Windows

1) Coeficiente de correlacdo de Spearnfanutilizado para o estudo das

correlagBes entre duas variaveis continuas, coroelando-se a variavel idade com a
espessura da perimatriz, com a imunoreatividade ndesloproteinases, com o
namero de vasos sanglineos na perimatriz e comneeroumeédio de camadas
celulares da matriz. Também foi utilizado para fiear a existéncia de correlacéo
entre a espessura da perimatriz com o niumero @s \&asglineos na perimatriz e o
namero médio de camadas celulares da matriz.

2) Teste Mann-Whitneyfoi utilizado para testar a homogeneidade dos

dois grupos em relacdo ao numero medio de camatisiares da matriz, o niumero
meédio de vasos sanguineos na perimatriz, a imuivdzale dos anticorpos anti-
CD31, anti-MMP2 e anti-MMP9.

3) Teste de exato de Fishéoi utilizado para testar a homogeneidade dos

dois grupos em relacdo as variaveis hiperplasiana#riz, fibrose, granuloma e

epitélio delimitante da perimatriz.

A analise descritiva da idade foi realizada poranga observacdo do calculo de
médias e desvios-padréo. Para a variavel génercaltmlada a freqtiéncia absoluta.

Todos os testes foram realizados na forma bi-caudalmitindo-se como

estatisticamente significativos os valores deénores ou iguais a 0,05.



5. Resultados

5.1 Dados Demogréaficos

A amostra contou com 120 colesteatomas, sendadbdigtos igualmente entre os
grupos pediatrico (até 18 anos de idade a datérai@ia) e adulto (com mais de 18 anos a
data da cirurgia). A amostra estava igualmentalaigi quanto ao género também.

A médiat desvio padrdo da idade dos pacientes a data wi@iairfoi de 24,9%
16,80 anos. O grupo pediatrico apresentou médidadie igual a 11,75 3,48 anos, sendo de
38,02+ 14,31 anos no grupo adulto.

A Figura 10, a seguir, apresenta o fluxograma daséia e 0 Anexo 4 apresenta uma

descricéo detalhada do grupo de pacientes.
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Figura 10: Fluxograma da incluséo e distribuicdo da amostra.

5.2 Dados Histologicos

Nesta secao, sdo relatados dados obtidos dasgdeschiistopatolégicas das laminas
referentes aos casos estudados, bem como algunagenm digitais representativas dos
resultados encontrados (Figura 11). As demais insada cole¢cédo estdo em CD anexo a esse

volume (Anexo 6).
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Figura 11: Colesteatomas representativos da amostra, ilustraeds constituintes histolégicos. 1 —
Perimatriz, 2 — Matriz, 3 — Conteudo Cistico. A el€steatoma epitimpanico, proveniente de paciente d
género feminino, com 44 anos de idade. Histolog@#m apresenta-se como epitélio escamosos
estratificado, queratinizado, com média de trésacka® de células. Perimatriz ausente. Aumento: ZB0X.
— Colesteatoma epitimpéanico, proveniente de pazielat género masculino, com 37 anos de idade.
Histologicamente apresenta-se como epitélio escamegatificado, queratinizado, com média de seis
camadas de células. Perimatriz estreita, fibrétoa raros linfocitos. Auséncia de granuloma. Autmen
200x. C — Colesteatoma mesotimpénico, provenieatpatiente do género feminino, com 35 anos de
idade. Histologicamente apresenta-se como epésSiiamoso estratificado, queratinizado, com média de
quatro camadas de células. Perimatriz muito easfreém fibrose e sem infiltrado inflamatorio. Aurteen
200x. D - Colesteatoma mesotimpéanico, provenieptgatiente do género masculino, com 16 anos de
idade. Histologicamente apresenta-se como episSii@amoso estratificado, queratinizado, com média de
seis camadas de células. Perimatriz estreita eadelj sem fibrose e com infiltrado inflamatériocdiso.
Aumento: 200x. E - Colesteatoma epitimpanico, pniesgte de paciente do género feminino, com 11 anos
de idade. Histologicamente apresenta-se como iepéétamoso estratificado, queratinizado, com média
de doze camadas de células epiteliais. A perimatie fibrose densa, infiltrado inflamaté6rio crémi
acentuado e esta delimitada em seu plano profundcepitélio cubdide simples. Aumento: 50x. F -
Colesteatoma mesotimpéanico, proveniente de paci@otgénero feminino, com sete anos de idade.
Histologicamente apresenta-se como epitélio esaarassatificado, queratinizado, com média de treze
camadas de células. Perimatriz mostra fibrose els@om infiltrado inflamatoério acentuado e exsédacg
neutrocitaria, estando delimitada em seu planoupdd por epitélio cubdide simples. Auséncia de
granulomas. Aumento: 50x.
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Os colesteatomas apresentaram-se, ao microscopico,0gomo uma formacao
cistica, revestida por epitélio escamoso estratifice queratinizado, a chamada matriz,
assentada sobre tecido conjuntivo denso de espesgamavel, tanto intra como
interpacientes, designado de perimatriz. Essa, vygaes, exibia infiltrado inflamatoério
linfoplasmocitario e/ou tecido de granulacdo e deage corpo estranho, especialmente se
tivesse ocorrido ruptura da lesdo. O conteudocoispor sua vez, consistia de lamelas de
queratina.

Pode-se afirmar que o revestimento (matriz) dosstedtomas € indistinguivel de
uma mucosa escamosa (epitélio escamoso estratifib@th um cérion — lamina propria —
subjacente, como os encontrados no revestimenbocsy vagina, eséfago) e da pele, exceto
pelo fato de esta ultima exibir os anexos cutarfpées e glandulas). Também ndo podem
ser distinguidos dos cistos epidérmicos ou infunidites, de qualquer localizacao.

O numero médio de camadas celulares do epitélemesso estratificado variou de 2
a 23, com mediana de 6 (5 a 9). A hiperplasia naizrepareceu em 34% dos colesteatomas,
14% apresentavam granuloma e em 61% havia fibnesepte. A presenca de um epitélio
cubdide simples, delimitando a perimatriz em san@Ilprofundo, ocorreu em 22% dos casos.

Quando estratificado por grupo etario, os compaserttistologicos analisados
apresentaram distribuicdo semelhante nos dois grupom excecdo da espessura da

perimatriz e da presenca de epitélio delimitantbéla 1).
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Tabela 1 Comparacdo dos grupos pediatrico e adultos quardo caracteristicas
histomorfolégicas do colesteatoma

Variavel Geral n=120  Pediatrico n=60  Adulto n=60 lord®
Espessura 81 (34 a217) 104 (48 a 245) 49 (1%)g 170,043
Matriz 6 (a9 6 (a9 6 (5al0) 0,721
Hiperplasia 39 (34,5%) 20 (33,3%) 19 (32,2%) 0°988
Epitélio Delimitante 25 (22,1%) 17 (28,3%) 7(1%)pP 0,037
Fibrose 75 (61,3%) 39 (65,0%) 36 (61,0%) 05668
Granuloma 16 (14,3%) 8 (13,3%) 8 (14,5%) 0%99

Mann-Whitney, Exato de Fishér

A perimatriz aparece como uma rede inflamatoria guoeolve o colesteatoma, de
espessura variavel, tanto intra como interpaciehtasgia sete amostras com perimatriz igual

a zero, sendo seis no grupo de adultos e apenasaigrapo pediatrico.

5.3 Dados Imunolégicos

Nesta secdo, sdo relatados dados obtidos das esnaliem os marcadores
imunologicos (anti-CD31, anti-MMP2 citoplasmaticaneclear e anti-MMP9) das laminas
referentes aos casos estudados, bem como as ingdigéass representativas dos resultados
encontrados (Figuras 12, 13, 14 e 15).

Dos 120 colesteatomas analisados, 30 tiveram dexstridos desta parte da analise,
por ndo apresentarem condi¢cdes para o processaimemtoistoquimico.

O numero médio de vasos sanguineos (Figura 12jidob (0 a 11). No grupo
pediatrico foi igual a 7 (4 a 11), e no grupo adldlé 4 (0 a 10). Ao compararmos 0 numero
meédio de vasos sangliineos entre os grupos, atdavésste Mann-Whitney, encontramos

diferenca estatisticamente significativa (P=0,044).



A mediana da MMP 2 citoplasmatica (Figura 13) feia(0 al). No grupo pediatrico
foi igual a 1 (0 a 3), e no grupo adulto de 0 (.aAo compararmos a quantidade de MMP2
citoplasmatica entre 0s grupos, através do testanMéhitney, encontramos diferenca

estatisticamente significativa (P=0,006).
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Figura 13: Colesteatomas marcados com MMP2 no citoplasma. Attim200x

Os resultados para MMP2 nuclear (Figura 14) aptasan semelhantes: mediana
grupo geral foi de 0 (0 a 1); no grupo pediatricioidual a 1 (0 a 1), e no grupo adulto de 0 (0
a 1). Ao compararmos a quantidade de MMP?2 citopddisanentre os grupos, através do teste

Mann-Whitney, encontramos uma tendéncia a sigmificé(P=0,056).
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e

Figuré 14Co|ésteatomas marcados com MMP2 no nucleo. Aumantix

A mediana da MMP 9 (Figura 15) foi de 1 (0 a 4).dMopo pediatrico foi igual a 2 (0
a 4), e no grupo adulto de 0 (0 a 4). Ao compararamquantidade de MMP9 entre os grupos,

através do teste Mann-Whitney, encontramos difereestatisticamente significativa

(P=0,049).
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Figura 15: Colesteatomas marcados com MMP2 no citoplasma. Attim200x

A tabela 2 apresenta a comparacao das variaveis, @ grupos pediatrico e adulto,
através dos testes de Mann-Whitney.

Tabela 2: Comparacédo das variaveis estudas engneipgs Pediatrico e Adulto 70

Variavel Geral n=90  Pediatrico n=45 Adulto n=45 &fdP
Numero de Vasos: CD31 6 (0all) 74 all) 4X0)a 0.044
MMP2 citoplasmatica 00a2 1(0a?3) 0(0a1l) 0.006
MMP2 nuclear 00al) 0(Oal) 00Oal 0.056
MMP9 1(0ad) 2(0a4) 0(0a4) 0.049

Mann-Whitney

Ao correlacionarmos o numero médio de vasos saegfiie das metaloproteinases,

entre si, e com o numero médio de camadas celuttaematriz, com a espessura da
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perimatriz e com o grau histologico de inflamac&comtramos correlacdes fortes, porém
somente a MMP2 citoplasmatica apresentou correlagéo a idade do paciente a data da

cirurgia (Tabela 3).

Tabela 3: Correlacdes encontradas entre as vagiastidadas

Idade Espessura Matriz CD31 MMP2c¢c MMP2n MMP9

Idade -0.256 -0.010 -0.164  -0.248  -0.139  -0.154
(0.008) (0.919) (0.160) (0.027) (0.180)  (0.173)

Espessura -0.256 0.479 0742 0465 0414  0.643
(0.008) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

Matriz  -0.010  0.439 0.473  0.302  0.183  0.300
(0.919) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (0.077)  (0.007)

CD31 -0.164 0.742  0.473 0539 0515  0.850
(0.160) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

MMP2c -0.248 0.465  0.302  0.539 0.908  0.664
(0.027) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

MMP2n -0.139 0.414  0.183 0515  0.908 0.548
(0.180) (<0.0001) (0.077) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

MMP9  -0.154 0.643  0.300 0.850  0.664  0.548
(0.173) (<0.0001) (0.007) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

Idade= idade do paciente a data da cirurgia, ers; df&pessura= espessura da perimatriz,
em micrémetros; Matriz= nimero médio de camadadarels da matriz; Inflamacao= grau
histologico de inflamacdo; CD31= numero meédio desogasanguineos na perimatriz;
MMP2 c= reatividade da metaloproteinase 2 no citeipla das células da matriz; MMP2 n=
reatividade da metaloproteinase 2 no nucleo dagasétia matriz; MMP9= reatividade da
metaloproteinase 9 no citoplasma das células daizn&oeficiente de Correlacdo de
Spearman (Valor P)



6. Discussao

Iniciamos essa discussdo retomando algumas qugat@sncadas na introducéo e
revisdo da literatura dessa tese. Em nossa digdertle mestrado (Dornelles al, 2006)
apresentamos evidéncias de que ha correlacdo aneete 0 tamanho da perimatriz, medida
em micrémetros, com a idade do paciente na datarai@ia, e uma correlacéo direta dessa
espessura com 0 numero médio de camadas celular@sattiz. Com esses resultados,
podemos sugerir que as caracteristicas clinicasedifiadas dos colesteatomas pediatricos
poderiam estar relacionadas a intensidade do modaflamatorio na sua estrutura. Além
dos indicios de um maior grau de inflamacdo nossteatomas pediatricos, jaA haviamos
encontrado correlacéo direta entre o nUmero mésimachadas de células epiteliais na matriz
com a espessura da perimatriz. Esse fato podeligamque ndo sé a perimatriz encontra-se
mais ativa nos colesteatomas pediatricos, mas tanabéatriz teria um estado proliferativo,
atual ou passado, mais acentuado. Esses achadoisoram a hip6tese de Bupgh al. (1996)
0S gquais sugeriram que os colesteatomas pediaamesentariam um estado acelerado de
proliferacdo. No entanto, a técnica utilizada n&sum@mento ndo era capaz de responder se
a espessura da perimatriz estava relacionada agraauinflamatorio ou a quantidade de

fibras de colageno em sua estrutura.
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Responder esta questédo € de fundamental importéistiaque as fibras de colageno
sdo material amorfo, bioquimicamente inerte, aotréoiw do processo inflamatério, que
quando ativo, podera ter repercussoes clinicas.

Considerando-se que a perimatriz € formada poradibde colageno e células
inflamatorias, elaboramos duas hipoteses parafaentas de espessura da perimatriz, em

colesteatomas adquiridos:

1. uma perimatriz mais espessa poderia ser conseql@éaaima maior quantidade
de fibras colagenas (achado, possivelmente, acdragdande uma menor
acao das enzimas colagenases);

2. 0 aumento da espessura da perimatriz dever-se-ipr@messo inflamatoério

acentuado.

No presente estudo, pudemos demonstrar, atravématdificacdo do processo de
angiogénese e das metaloproteinases, que a espdaguerimatriz esta correlacionada com o
grau inflamatério e ndo com a quantidade de coldgeisto que encontramos correlacédo
direta e forte entre a espessura da perimatrizzao gde angiogénese e a expressao das
metaloproteinases.

Os presentes achados confirmaram a existéncia melagiio entre o tamanho da
perimatriz e seu grau histolégico de inflamacaads gmcontramos correlacdo importante e
direta entre essas variaveis, ou seja, quanto ragi@rimatriz maior o grau de angiogénese
encontrado nos colesteatomas. Também encontramosacdo, igualmente importante e
direta da angiogénese com a expressao das metalopses estudadas, portanto, quanto
maior a producdo de metaloproteinases maior o deawngiogénese nos colesteatomas

estudados.
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Além desse achado, também através do anticorpeC&881, encontramos diferenca
da angiogénese entre as classes etarias (grup@srigede adulto) e pudemos observar que,
no grupo pediatrico, 0 nimero meédio de vasos saeg8ina perimatriz € bem maior do que
no adulto. Esse achado sugere que o processo atfiame definitivamente mais exacerbado
nas criangcas o que poderia traduzir-se em uma sigoEsle maior nos colesteatomas
pediatricos.

Nesse ponto, ainda resta-nos a questdo da quantdiadibras de colageno na
perimatriz, dado que estudamos através das enzgquasdegradam essa proteina, as
metaloproteinases.

Nossos resultados demonstraram que as metalo@sesinMMP2 citoplasmatica,
MMP2 nuclear e MMP9) estdo com expressdo aumergatdaolesteatomas pediatricos.
Cabe, neste momento, ressaltar que a MMP2 citoplasantambém estava correlacionada,
inversamente, com a idade do paciente a data d@gieiy ou seja, quanto menor a idade do
paciente maior € a expressao desta proteina.

Sabemos que a MMP2 é uma enzima proteolitica cdpalegradar componentes de
ligacdo celular, caracteristica essa que esta iadsocom a capacidade de infiltracdo e
invasdo em tecidos adjacentes. Em processos hiokgiormais, a MMP2 é uma das
responsaveis pela homeostase da estrutura Ossesserspndo-se expressa em maior
quantidade em doengas inflamatérias osteoliticaav8s dos resultados por nos
encontrados, podemos sugerir que 0s colesteatoadidtnicos possuam um maior poder de
invasao e erosdo, em consequéncia da maior exprdesiiMP2, do que os colesteatomas
em pacientes adultos. A maior expressdao de MMP2 plever-se ao fato de haver uma
processo inflamatério mais exacerbado no colesteatguando em criancas, pois 0s

mediadores inflamatorio estimulam a producéo delmgtoteinases.
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A inflamacéo crénica e a angiogénese séo dois gsoseque decorrem juntos, sendo
ambos estimulados por hipdxia, o que acarretar@imalo de macrofagos e outras células
imunologicas (Murdoctet al., 2005), assim como, em producdo aumentada de datiwre
crescimento (Folkman, 1995b; Carmeliet, 2000; Yaocados et al, 2000; Ferraraet al.,
2003; Carmeliet, 2005; Semenreiaal.,2006).

A angiogénese apoia a inflamacdo, por fornecer éoxig e nutrientes para as
necessidades metabdlicas das células presentescais inflamados (Costet al., 2007).
Essa interacdo complexa entre inflamacdo cronicangiogénese é desencadeada pela
producao de 6xido nitrico (NO), sendo a sintessalativada por agentes inflamatorios. O
oxido nitrico estimula a dilatacdo e a permeabileldos vasos sangliineos, uma caracteristica
exigida para o extravazamento de células do sistemame. Um dos passos cruciais
envolvidos nesse processo € a adesao de célulasligicas as células endoteliais da parede
vascular (Kreis e Vale, 1999). As moléculas de foptateinases tém um papel relevante
nessa etapa do processo inflamatorio, e sdo rexulpdr uma variedade de mediadores
inflamataorios liberados por diferentes tipos deuled (Kreis e Vale, 1999; Ley, 2001; Bujia
et al, 1994).

A hipdxia é caracteristica na inflamacéo, induzindmento da expresséo de fatores
indutores dessa, 0S quais promovem a transcricd@rites genes angiogénicos (Coussens e
Werb, 2004; Naldine e Carraro, 2005). A ativacad=dtor Nuclear Kappa-B (NF-kB), um
fator de transcricdo, € um acontecimento primaaanflamacdo. O NF-kB é um molécula
regulatéria da expressdo e da funcdo de um grasdecteo de genes, incluindo as
metaloproteinases, envolvidos na sobrevivéncisscoreento e migracdo celular (Charo e
Ransohoff, 2006; Charo e Taubman, 2004; Maxetehl, 1999; Karinet al, 2002; Karin,

2006). Ao todo, o apoio de varios tipos distintescélulas capacita a producédo continua de
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moléculas inflamatérias e de angiogénese, tais ca@rativacdo de metaloproteinases que
degradam a matriz extracelular (Ley, 2001).

Vérios trabalhos estudaram a relacdo da inflamagiin a otite média cronica
colesteatomatosa: Sudheff al. (2004), Hamzeet al. (2003), Dazeret al. (2003), Schilling
et al.(1991), Dornellegt al (2006), Dornelles (2004b), dentre outros.

Sudhoff et al. (2004), em modelo experimental com ratos, usaranmarcadores
imunoistoquimicos CD1la, CD11b, CD14, CD51 e CD®8. autores encontraram uma
expressdo aumentada das citocinas investigadas:efgtimulante de colonias de macrofagos
(M-CSF), osteoprotegerina (OPG) e o ligante deopsteegerina (OPGL). Sugerem que
esses resultados revelam os eventos basicos dagibiohflamatdria na reabsorcdo 6ssea
realizada por osteoclastos e fornecem novas irdog§ies na compreensao da erosao 0ssea
induzida por colesteatoma.

Hamzeiet al. (2003) investigaram a expressao de fatores dacdtive diferenciacao
de osteoclastos e estudaram a ocorréncia de c@hdasrsoras de osteoclastos no tecido de
colesteatoma adquirido humano, através de anéligedistoquimica com uma familia de CD
(CD4, CD11a, CD11b, CD14, CD51, CD68). Esse estetelou que o numero de células
precursoras de osteoclastos estava aumentada inzafper Esses resultados apoiam um
conceito descrito para a artrite inflamatoria: flamacéo relacionada ao colesteatoma induz a
reabsorcdo do osso pela liberacdo de OPGL dasasélulativadas e provoca a
osteoclastogénese.

Dazertet al. (2003) realizaram estudo para a avaliarem as td&agroliferacéo e
expressao das moléculas de adesédo celular paisaaralpapel patogenético da matriz no
colesteatoma. Os parametros celulares-biolégicasrf@omparados aos achados clinicos. As
taxas de proliferacdo da matriz foram aumentadasongparacdo ao epitélio normal. As

moléculas de adesdo celular para juncdes inteacelilestavam expressas similarmente no
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teste padrdo nos colesteatomas e no epitélio noksamoléculas de adesao celular para
juncdo das células matriz mostraram expressado dadeemos colesteatomas. Esse estudo
confirma hipéteses precedentes que o crescimergacalesteatomas nao € estimulado pela
matriz, mas sim que a proliferacdo aumentada desséimulada pelo processo inflamatorio

na perimatriz no colesteatoma.

Schilling et al. (1991) caracterizaram as células que infiltraramestroma de
colesteatomas adquiridos, usando um painel dosoaptis monoclonais (anti-CD45, anti-
CD3, anti-CD22, anti-CD19). Demonstraram que odltiaflos celulares no estroma do
colesteatoma sdo compostos principalmente de sélutiom os macrofagos dispersos entre
eles. A expressdo de HLA-DR, molécula do complexdidtocompatibilidade, era quase tao
elevada quanto que a de CD45, antigeno comum lg@igocvisto que as células de CD25-
positivo foram detectadas em quantidades mais faib@mbém encontraram que a maioria
de células T e os macréfagos no estroma do colestaa estio em um estado
imunologicamente ativado.

Aspectos celulares da angiogénese, ou seja, asvakieis do processo envolvido no
crescimento de novos vasos sanglineos a partiagies \pré-existentes, incluem migracao e
proliferacdo de células bem como remodelacdo daizmexttracelular, tendo como fator
chave desse processo as metaloproteinases (Bogexrzgwal. 2006). A degradacao dos
componentes da matriz extracelular vascular é wmtewsignificativo durante a angiogénese,
sendo crucial para a formacdo de novos vasos s@usli

Como ja mencionamos, as metaloproteinases séo lasseae enzimas relacionadas
com a estrutura celular, as quais sdo respongaetgisnetabolismo da matriz extracelular do
tecido conectivo (Visse e Nagase, 2003).

Moraleset al. (2007) relacionaram a expressdo da MMP 2 com doagdes clinicas

- erosdo 6ssea da cadeia ossicular ou das protég®ess da orelha interna, do nervo facial e
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das meninges - causadas por colesteatomas adguirtdndo encontrado que o0s
colesteatomas provenientes de pacientes que afesencomplicacdes clinicas tinham uma
expressao imunoistoquimica de MMP2 mais intensandp comparados aos colesteatomas
de pacientes sem complicacbes. Os autores sugereen o envolvimento das
metaloproteinases poderia ser fundamental no @Bocee erosdo Ossea; sendo assim
sugeriram que se um colesteatoma produzir maislopetéeinase podera provocar erosao
0ssea mais intensa e, consequentemente, incidindas complicacdes clinicas. Ao nosso
ver essa hipotese proposta por Morateal. (2007) aproxima-se de uma explicacao bastante
plausivel para o poder de erosdo 0ssea dos catentesa

Ha uma estreita relacdo entre os processos infeiosite as metaloproteinases, um
feedbackde auto-alimentacédo, ou seja, a inflamacdo prowe@umento da producédo de
metaloproteinases, sendo essas fundamentais pamagiagénese que é um fendmeno
indispensavel da resposta inflamatoria.

O fato das metaloproteinases serem enzimas asasaath a absorcéao patologica da
matriz extracelular em processos inflamatérios icdsm (Wilmoth et al, 2003), o que,
portanto, as coloca como parte necessaria nosgause&e erosdo e reabsorcdo 0ssea, foi 0
qgue nos levou a estuda-las.

Segundo Olszewskat al. (2004) os colesteatomas possuem a capacidade de
dissolugdo da matriz extracelular, através de plisee o que Ihe possibilita a invasédo do
estroma de tecidos adjacentes, inclusive do tediseeo. Em 1998, Banerjest al,
demonstraram que as MMP 2 e 9 encontravam-se pessemm colesteatoma. NOSSOS
resultados mostram imunoexpressao dessas duas opmetainases na matriz dos
colesteatomas adquiridos, sendo que a MMP 2 ncealelno citoplasma das células do

epitélio e a MMP 9 no citoplasma.
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Em 2001, Bernal-Sprekelsen al. perceberam que as metaloproteinases e o fator de
crescimento basico de fibroblastos poderiam explt@idades destrutivas e proliferativas
do colesteatoma. Laeeq e Faust (2007) sugerem cesirama dos fibroblastos poderia
estimular o fendtipo invasivo dos queratindcitos|usive a proteodlise da matriz extracelular.

Zhu et al. (2001), em estudo experimental, demonstraram quesardem entre
metaloproteinases e seus inibidores foi uma daSesapela absor¢cdo 6ssea causada por
colesteatoma de orelha média. Em 2003, Wilmedtlal. observaram, também em estudo
experimental, que membranas timpéanicas colocadasuttura com toxinas de bactérias
expressaram maior quantidade de metaloproteinBaesce-nos, portanto que colesteatomas,
estimulados por fatores infecciosos, produzem nmagtaloproteinases. No entanto, no
presente estudo, ndo tinhamos o objetivo de comelar os achados histoldgicos e
imunoistoquimicos com os achados do estado daacadsicular, bem como com possiveis
agentes infecciosos.

Considerando-se o0s resultados apresentados nessapoelemos sugerir que a
agressividade dos colesteatomas reside nos prede®gmimicos que ocorrem na perimatriz
e que é nessa estrutura do colesteatoma onde s@&acddeados os gatilhos da eroséo 0ssea,
marca registrada da otite média cronica colestesttusa. Ainda, podemos inferir que 0s
colesteatomas pediatricos sdo mais agressivos gjue adultos, visto que apresentam um
grau inflamatdrio mais exacerbado e uma maior pr@due metaloproteinases.

Todavia, as metaloproteinases estdo envolvidasrocegso de remodelacédo 0ssea,
gue apesar de ocorrer durante a vida toda, apeeseném escala exponencial durante a
infancia. Apesar de ndo termos esse dado, poiserdi® foco de nossa tese, parece-nos
provavel que nessa faixa etaria haja uma maioruygém de metaloproteinases. Entretanto,
como nossos resultados apontam uma forte corretigda entre o processo inflamatério e a

producdo de metaloproteinases na perimatriz desteal®dmas adquiridos, podemos sugerir
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que a producdo das metaloproteinases nos colesastudados esta mais relacionada ao
processo inflamatorio do que backgrounddessas enzimas no grupo pediatrico.

Costa, em comunicacao pessoal, fez uma analogieritaatriz com um “campo de
batalha”, sugerindo que seria nessa regido histalodo colesteatoma onde ocorreria a
disputa, com os tecidos adjacentes da mucosa ®a taipanica, pelo territdrio da orelha
média. Com a expansdo do colesteatoma, a inflamagdiwentaria produzindo mais
elementos da cascata inflamatéi®e um lado, no ataque, encontra-se 0 colesteatdena;
outro, os tecidos adjacentes da mucosa da caiyxanice. Com a expansao do colesteatoma,
a reacao inflamatdria aumentaria, consequentenpmntiuziria mais elementos da cascata
inflamatoria. Sendo assim, baseados em nossos axhgmbdemos sugerir que as
caracteristicas clinicas diferenciadas dos colestess pediatricos estariam relacionadas a
exuberancia da sua inflamacéo.

No entanto, a grande discussao da patogénesdeaétiia cronica colesteatomatosa
leva-nos sempre ao um grande elo perdido: qualtar fdesencadeante desse processo?
Tentando ilustrar nossa contribuicdo sobre a paesgeda otite média cronica, apresentamos
uma representacao esquematica (Figura 16) de passixentos decorrentes de uma retracéo

timpanica que culmine com seu toque na cadeiawdasic
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Resolve

Erosao Crescente
Estabiliza

Colesteatoma

Interface Hospedeiro-Retragao
Tecido de Granulagao - Perimatriz - Inflamagao

Figura 16: Representacdo esquematica de possiveis eventogemtes de uma retracao
timpanica, com o toque dessa na cadeia ossicular

Considerando-se que o primeiro evento desse pmaja 0 toque da membrana
timpanica na cadeia ossicular, 0s proximos passgsreio um dos quatro caminhos de uma
encruzilhada:

1 — Resolucgédo: formas incipientes que revertenr@alalade por atuacao terapéutica
ou espontaneamente;

2 — Estabilizacdo sem erosdo (aparente) da cadsmutar (ndo se descarta
microerosfes): casos, ndo raros na clinica, enesjias retracdes permanecem sem processo
inflamatorio ativo, por anos sem qualquer compBceac

3 — Erosdo grosseira da cadeia ossicular e pastesiabilizacdo: as chamadas

“retragcbes secas”.
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4 — Formacao do colesteatoma: desestabilizacaetde@io, com inflamacao ativa e
recorrente e possivel colesteatomatizacéo, o dpssa piramide.

O aparecimento e a evolucdo do colesteatoma paresmmmultifatoriais e,
provavelmente, relacionados as caracteristicastigagé ambientais, envolvendo aspectos
de biologia molecular, com marcada acédo de cit@qurxs presentes em células epiteliais,
com caracteristicas latentes de proliferacdo eatégr, assim como da atuacdo em cascata de
citocinas, proteinas produzidas pelas células sposta ao processo inflamatorio, que atuam
modificando as caracteristicas das proprias céklas de tecidos proximos (Liamg al,
2003). Esta interacdo entre as citocinas acababsemdmesmo tempo, causa e efeito da
caracteristicas dos colesteatomas (Ribeiro e Be&803).

Em nossa visdo sobre a patogénese dos colesteatadwsdridos o fator
desencadeante de todo processo de colesteatoréativegide na diminuicdo de pressao
dentro da orelha média (Figura 17). A reducdo pressia orelha média podera levar a
retracdo progressiva da membrana timpanica, comaigiio de bolsa de retracéo, a qual, apds

perder seu poder de auto-limpeza, acumularia epdéscamado.
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Figura 17:Hipétese de patogénese dos colesteatomas adquiridos

Partindo-se de uma orelha normal, um fator deseacdd inicial em um primeiro
momento (infeccdes de vias aéreas superioresjadelmrotraumas, entre outros), ou seja, na
fase reversivel de todo este processo, seria angéb tubaria funcional ou mecanica. Uma
vez que a tuba auditiva fosse incompetente parditegu as pressées atmosféricas e intra-
timpanicas, mesmo com o auxilio de manobras valiastaa entrada de ar na orelha média

diminuiria e a aeracdo dependeria exclusivamenteestabelecimento de um gradiente
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pressorico, entre as extremidades nasofaringeaspénicas da tuba; esse mecanismo de
regulacdo pressorica parece ser muito comum reascas (Bluestone, 1981).

A membrana timpanica com suas duas porcoes (flécidasa), por ser a Unica parede
distensivel da orelha média € a mais delicada. ihe gansa poderia sofrer processos de
atrofia localizados ou difusos; a atrofia difusal@ma também levar a retracdo timpanica
total, com a membrana praticamente recobrindotasteas da orelha média, sem entretanto
fixar-se a elas. Uma outra situacdo surgiria casetracdo se limitasse a regido postero-
superior; a progressao dessa retracdo seria acbagmrda erosdo da apofise longa da
bigorna e desse segmento timpanico alterado coabeca do estribo, independentemente da
formacao de colesteatomas.

Em relacdo a parte flacida da membrana timpané&anais comum a formacgéo de
bolsas de retracfes aticais, inicialmente com prdades de auto-limpeza dessas, porém, na
evolucéo desse quadro, essas propriedades seniditgse sendo que o epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado do canal auditivo exdemigraria para o interior da orelha meédia
e acumular-se-ia na regido retraida, posteriormemestando-se e dando origem ao
colesteatoma.

Esse mesmo processo poderia ocorrer nas retraipdeadntcas postero-superiores.
Nessas situacdes, entretanto, parece que um sefpiodgoderia somar-se na génese do
colesteatoma. A infeccdo dessa area e a conseqigtatgdo e hiperplasia de células da
camada basal acrescentaria correntes de cékdamosas em diregédo a orelha média.

Essa série de eventos ndo evoluiria necessariamentan sentido uni-direcional. Na
verdade, a evolucdo do processo poderia ser madifipor varios fatores extrinsicos e
intrinsicos a orelha com desaceleracdo da reacBamatoria; podendo o processo

inflamatoério apresentar-se com graus variados adue®o e com aspectos heterogéneos

dentro de uma mesma orelha.
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A presenca de colesteatoma na fenda auditiva cierpgas com otite média cronica,
indubitavelmente, resulta em maior morbi-mortalelaeécorrente do grande poder de erosao
Ossea destes acumulos epiteliais (Sadé, Halevy, Bd@&tlauet al, 1982).

A absorcéo 0ssea € estimulada por uma variedat#ades, incluindo a inflamacéo, a
presséao local e citoqueratinas especificas (Oldkzegisal, 2004). O conceito enzimatico, no
qual enzimas de origem epitelial sdo consideradassponsaveis pela destruicdo 0ssea, foi
definido por Abramson e Huang (1976), o qual derronsa presenca de colagenases e
hidrolases no colesteatoma, hipétese posteriormeotdirmada por Thompsen (1977).
Ferlito et al (1997) sugeriram que a propriedade destrutivecdiesteatomas, a eroséo 6ssea,
€ causada pela producédo de colagenase pelos comgmm®s tecidos epitelial escamoso e
fibroso. A hipotese de reabsorcdo Ossea por agipioiica, exclusivamente exercida por
enzimas colagenoliticas, foram incorporados, pimsteente, outros agentes, como o fator de
necrose tumoral (TNF), as interleucinas (it ¥ as prostaglandinas (P& HEMinotti et al,
1996; Kurihareet al, 1991; Hansert al, 2001).

Apesar de haver erosdo 0ssea na otite média criwdicacolesteatomatosa, em
aproximadamente 40% dos casos por nos estudadokesteatoma traz consigo um aumento
significativo dessa prevaléncia (90% em adultos0@%d em criangas de nossa amostra),
tornando-se um evento quase que universal. Acredgaque a destruicdo déssea seja
decorrente da interagcdo dos mecanismos biofisibomeimicos.

No processo biofisico a pressdo exercida pela mdssaolesteatoma levaria a
isquemia, seguida de necrose Ossea, até esse mosEmt envolvimento de nenhum
mediador quimico. No entanto, no processo biogidnmemos como fator principal a
inflamacéo, tanto a que ocorre na orelha médiatquaa perimatriz do colesteatoma. Seja
por um agente externo (infeccdo no canal audititereo) seja por forca interna (inflamacao

na orelha média) as reacdes desencadeiam um sidéeraroalimentacédo que podera levar a
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hiperproliferacdo da matriz do colesteatoma, quanderdo produzidas mais
metaloproteinases. Sabemos que os mediadores atflaos sdo fatores cruciais no estimulo
a producdo de metaloproteinases pela matriz, eegges enzimas agirdo na remodelacéo da
matriz extracelular provocando a erosao ossicular.

No entanto, as duas grandes incognitas desse poos@&s como ele se inicia e qual o
ponto de passagem entre a retracado e o colesteatoma

Ao lembrarmos-nos da hipétese dontinuum(Paparella, 1970) e ao analisarmos a
sequéncia de eventos desde a retracdo da membrgdaita até a colesteatomatizacao da
orelha média, podemos considerar que o0 colesteaden®m o apide de uma Unica doenca, a
otite média cronica, e ndo um evento isolado. Atloutras caracteristicas intrinsecas do
paciente, parece-nos que 0 envolvimento da respofiamatoria na patogénese dos
colesteatomas deva ser fundamental (Dornetle$, 2006).

Ao final desse trabalho podemos concluir que o gsso inflamatério no grupo
pediatrico € mais acentuado (maior angiogénese igeapo). Porém, a diferenca encontrada
entre os colesteatomas pediatricos e adultos tglesza dever-se ao meio onde eles se
desenvolvem, ou seja, talvez o colesteatoma nacgerieepercurta a maior instabilidade da
orelha média nessa faixa etaria. Estruturalmenteotesteatomas em criancas e adultos séao
semelhantes, com excecdo da espessura da perjmatizmais componentes histologicos
assemelham-se. A desestabilizacdo da orelha médierip acontecer por dois processos
distintos, chamados por Costa (1997)rdgde-outou outside-in

Na situacaoinside-out ocorreria algum processo intratimpanico, possieeli®
inflamatdrio-infeccioso, com repercussao sobre ramariz, a qual se desestabilizaria, ou
seja, haveria exacerbacdo da inflamacédo, com coestr] aumento da producao de
mediadores bioquimicos (produtos da cascata inftamae metaloproteinases). Toda essa

aceleracdo bioquimica na perimatriz estimularaparproliferacdo da matriz, descamacao e
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acumulo de epitélio, em outras palavras, a formaghoolesteatoma. No processgside-

in, onde encontramos uma membrana timpanica retidétidmente estabilizada, um irritante
externo, por exemplo, uma contaminacdo por aguemwdaria a camada mais externa, ou
seja, a matriz, que desencadeara a mesma sequdmceventos até a formacdo do
colesteatoma. Sendo assim, podemos sugerir quetrz reaa perimatriz estimulam-se
mutuamente, num sistema de retro alimentacdo, \adadie da perimatriz estimula a
proliferacdo da matriz, essa por sua vez, envissag@iros para a perimatriz que provocaram
0 aumento da producdo de metaloproteinases e eff@m o que levara a mais proliferacdo
do epitélio. Na crianca, tanto nos casmsde-outou outside-ina desestabilizacdo da orelha
média seria mais acentuada.

Conjugando a hipétese de que a orelha média emcaesaseria mais instavel com os
nossos achados nessa tese, podemos vislumbraraalgoplicagdes clinicas no tratamento
da otite média crbénica no grupo pediatrico. Levaashoconsideracdo uma possivel atividade
bioquimica maior dos colesteatomas na crianca,mesygensar em duas situacdes especiais
nessa faixa etaria: a prevencao precoce e o trataroelrgico mais agressivo.

Desde o primeiro relato da técnica de mastoideetoem 1649, por Riolanus, até os
dias atuais, essa cirurgia passou por uma evolggEaual, auxiliada por pesquisas nesse
campo e pelo desenvolvimento tecnolégico. No eataptoblemas tal como morbidez
operatoria, recorréncia de doenca, e geréncia ddidztos de alto-risco cirargico ainda
apresentam obstaculos desafiantes para o otologjgterar (Minottiet al, 1996). Ainda
estamos em estagios muito iniciais nas pesquisastq@gamentos clinicos e profilaticos para
0s colesteatomas, porém algumas substancias jén flestadas para avaliar sua acdo na
inibicdo dos colesteatomas, tais como: acido trafiséico, inibidores de metaloproteinases,

de citoqueratinas e da reabsorcdo Ossea. Como nessa trabalhamos com as
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metaloproteinases, discorreremos, nessa discussBie uma alternativa terapéutica com o
emprego dessas enzimas.

Em processos fisiologicos normais, a liberacaondémeas proteoliticas, dentre elas as
metaloproteinases, €é controlada por inibidores nef@itzcos, através de um equilibrio
dindmico, fato que € necessario para que ocorrarep@os em tecidos lesados (Kraien e
Korem, 2000). Contudo, quando ha um desequilib@ssd homeostase orgéanica, 0s
inibidores enzimaticos teciduais serédo pouco eéis@&mn decorréncia de a balanca tender para
a producdo descontrolada das enzimas proteolitiélisn desse desequilibrio entre as
enzimas proteoliticas e seus inibidores, substdn@ati-angiogénicas, tal como a
angiostatina, parecem, igualmente, desempenharl jpragiecaz quando a homeostase é
perdida (Pastor e Giorgi, 2002).

A inibicdo das formas ativas de metaloproteinasede pdar-se pela acdo de seus
inibidores teciduais (TIMP). A aplicacdo de TIMPnuw ferramenta terapéutica através de
terapia génica ou aplicacdo direta de proteinaesstéase inicial de desenvolvimento (Baker
et al, 2002). No entanto, ha um claro potencial parplacdo de TIMP como inibidores
endogenos (Zuckeret al, 2000), provavelmente o caminho para o éxito sera
desenvolvimento de TIMP com especificidade alterad®s quais permitam um
direcionamento para proteinases especificas (Na&jase2006).

O distarbio no balango das MMP e das TIMP podeseeontrado em vérias doencas,
tais como cancer, artrite reumatdide e periodor(terstappenet al, 2006) tendo um
importante papel na patofisiologia de diversas ogiies inflamatérias (Medina e Radomski,
2006).

Segundo Schonemasgk al. (1996) as TIMP puderam ser localizadas, em seuest

em poucas areas restritas ao tecido de granulaggicatesteatomas. Uma desregulagédo do
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equilibrio MMP-TIMP, nos colesteatomas, poderiasegito aumento da acao proteolitica dos
mecanismos de degradacéo 6ssea (éamad, 2002).

Diferentes MMP e TIMP s&o expressas em célulasadsseendo sua biosintese
regulada por fatores hormonais locais e sistén{iéasghese, 2006). As funcées das MMP e
das TIMP, no osso, incluem a degradacdo do colagem® outros componentes da matriz
0ssea; a migracdo e a sobrevivéncia de célulasgisadormacédo e a reabsorcao 6ssea. A
expressdo anormal das MMP, ou seja, a desregutk;@omplexo inibitério MMP-TIMP,
pode levar a condi¢des patoldgicas que afetam essadilagens.

A possibilidade do envolvimento da metaloproteisasea patogénese e,
principalmente, atividade dos colesteatomas, cahosao desafio de buscarmos alternativas
terapéuticas, possivelmente com os inibidores tging de metaloproteinases. Estudos
experimentais, tanto em laboratorio quanto em hwsiadevera ser o proximo passo em
nossa linha de pesquisa.

Ao final dessa tese e em conjunto com os estudesi@mente realizados por nosso
grupo (Dornelleset al, 2005, Dornellest al, 2006) podemos perceber a sobreposicao de
evidéncias que indicam uma maior agressividadetitaroédia crbnica colesteatomatosa em
criancgas, Vvisto que nesses pacientes 0s colestestatquiridos apresentam uma perimatriz
mais espessa, possuem um processo inflamatorio exaiserbado, um maior grau de
angiogénese e produzem mais metaloproteinasessgoelesteatomas de pacientes adultos.
Sendo assim, podemos sugerir, que esses fatorggadas, levam a otite média cronica

colesteatomatosa a ser mais agressiva em criaogagecem adultos.



7. Conclusoes

7.1 A expressao dos anticorpos anti-CD31, anti-MMé&plasmatica e nuclear) e
anti-MMP9 é maior no grupo pediatrico.

7.2 O numero meédio de vasos sangiineos esta fortenoerrelacionado com a
quantidade de metaloproteinases, com o numero ndédiamadas celulares da matriz, com a
espessura da perimatriz, com o grau histolégicoftlenmacéo.

7.3 A expressao da metaloproteinase 2, tanto egophtica quanto nuclear, estava
fortemente correlacionada com a espessura da pegmaom o grau histologico de
inflamacdo e o com nimero médio de camadas ceduliarenatriz.

7.4 A expressdao da metaloproteinase 2 citoplasmmaéistava correlacionada,
inversamente, com a idade do paciente a data ut@ieir

7.5 A expressdo da metaloproteinase 9 estava fer'emcorrelacionada com a
espessura da perimatriz, com o grau histologicinfleamacdo e com o nimero médio de

camadas celulares da matriz.
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Anexo 1

HOSPITAL HOSPITAL DF CILINIC AS DE PORTO Al FGRE
SERIGO DE QTORRINOLARINGOL QGIA
PROTOCOLO DE PRIMEIRA COMSULTA

IDENTIFICAGAD M°Selegio:__ N° da REVISAO DE SISTEMAS
Fita: 30.HAS 1.sim 2.nf0  31.DM 1.sim 2. ndo
32. CARDIOPATIA 1.sim  2.ndo  33. PNEUMOPATIA 1.sim 2. ndo
Nome: 34. FUMO 1.sim 2.n80 35 Sesim: 1. alve 2. passivo
36. ALCOOL 1.sim 2.ndo
Telefone para contato: HP
37. Alergias. 1.sim 2. ndo 38. Cirurgia otolégica: 1.sim 2. ndo
Prontuiria: 39. Outras cirurgias por complicagio de otite: 1.sim 2. ndo
HISTORIA FAME IAR
Tidade: = 2. Sewo:d. F2. M 3.Raga: 1 branca 2. negra 3.rmulata 40. Surdez 1.sim 2. n&o  41. Infecglo otoldgica: 1.sim  2.ndo
EXAME FISICO
4. Inicio dos sintomas: Desde __ ~  anos 1. CAVIDADE ORAL E NASO FARINGE
42. Amigdalas hipertroficas 1. sim 2. ndo
QUEIXA PRINCIPAL 43. MFC palato 1. sim 2. ndo
5. Hipoacusia OD 1. 5IM 2. NAD E. Hipoacusia OE 1. SIM 2, 44 Palato Qgival 1.sim  2.ndo
MAD
7. Otorréia OD 1. SiM 2. NAO 8. Otoréia OE 1. 5IM 2. NAD Il. AINOSCOPIA ANTERIOR ;
9. Otalgia 0D 1. 5 2. NAD 10. Otalgia OE 1. S 2. NAD 45. Cometos Hipertréficos 1.sim  2.ndo
11. Outros: 46. Desvio do Septo 1. sim 2. ndo
ACUME TRIA
ANAMNE SE DIRIGIDA 4. ViIA AEREA,
1. waD =vAE 2 wAD= WAE 3. WAEsYAD
Ouvido direito Ourido esguerdo
Otorréia 12, 1.sim 2.n&o 13, 1.8im 2 néo 48. WEBER
Ctalgia 141 sim 2 ndo 15 1. sim 2 rdo 1. Indiferente 2. lateraliza D 3. Lateraliza E
Intensidade 161, lewe 2. moder 3 Intens 171 lewve 2. moader 3. intens
49, Rinne 0D 81.. Rinne OE
Perda Auditiva 15 1. sim 2 nfo 19. 1 sim 2 nén 1.+ 2.- 3. nada 1.+ 2.- 3.nada
% subjetiva 20, 1) 0-252) 25-40 2113 0-25 23 25-40 : s
2) 40-80 4) BU-30 F)S0-100 31 40-60 ) 60-50 &) 0-100 DIAGNOSTICO! PATOGEMESE ORELHA DIREITA
Aeifenos 2o 4 =it 2 ndo 2% 1.sitm 2 ndo 52. Colesteatoma via eoitimpdnica anterior 1.5im  2.ndo
Interisicdade 24 1. leve 2 moder 3. Intens 25, 1. lewe 2.rnoder 3. intens 3. Colesteatoma via epitimpiinica posterior 1.5 2.ndo
54. Colesteatoma mesotimpinica posterior 1.8im 2. ndo
Sangramento 96 1. gim 2 ndo 57 4. sim 2. ndo 55. Perfuragio Timpdnica central INSIDE OUT 1.sim 2. ndo
28 Cefaléia 1. sim 2 ndo §6. Perfuragio Timpdnica central OUTSIDE IM 1.sim 2. n3o
29. Vertigem 1.8if 2. Ran 57. Perfuragio timp3nica marginal INSIDE OUT 1.sim 2. ndo
58. Perfuragio Timpdnica central OUTSIDE IN 1. sim 2. néo
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59. Colesteatoma via epitimpinica anterior

B0. Colesteatoma via epitimpanica posteror
§1. Colesteatoma mesotimpinica posterior

62. Perfuragio Timpdnica central INSIDE OUT
63. Perfuragio Timpdnica central OUTSIDEIN
64. Perfuragio timpinica marginal INSIDE OUT
65. Perfuragio Timpdnica central OUTSIDEIN

COMDUTA

1.sim
1. sim
1. sim
1. sim
1. sim
1. sim
1. sirm

2. ndo
2 ndo
2. ndao
2 ndo
2 ndn
2. ndo
2 o

66. Cinlirgica —timpanoplastia 1. OD 2. OE 3. BEILATERAL

67. Cindrgica —timpanomastoidectomia 1. OD 2. OE 3. BILATERAL

68. Cinlirgica - timpanotomia exploradora 1. 0D 2.0E 3.

BILATERAL

69. Tubo de ventilagio 1. 0D 2. 0OE 3. BILATERAL

70. Expectante 1.0D 2. OE 3. BILATERAL

LIMIARES 250 HZ
KHZ 2 KHZ
WA 0D 71

WA OE a7

800 HZ

Tz

a0

=]

==}

1 KHZ 2 KHZ 3 KHz

T3

&1

a9

a7

74

S22

a0

o

103 Imitancio: 1 { J1sim 2 Jnao

104 Curvas:

75

83

a1

f==1

dKHZ &
= 7T
S =5

=3 =]
100 101

oD 1. Curva: A 2. Curva B 3. Curva C4. Curva As

S.Curva Ad

ODE1.Curva: A 2. Curva B 3. Curva C 4.Curva As

2.Curya Ad

105. Reflexos: 1.( ) presentes 2. ) ausentes

OTOSCOPA DIRETA

DIREITO
Orelha Extermna
PN 106.1. normal 2. MFC leve
E MFCorave 4. Auséncia
ImplantagEo 10%.1. normal 2. baixa
CAE 110,17 narmal 2 fliforme
3fundo de saco 4. ausente
Drelha Kédia
Hembr Timpanica
Irtegricdade 112.1.sim 2. ndo
Car
Transparéncia 114.1.sim 2. ndo
Mobilidacie 116.1. 5im 2. ndo
Licjuido 11%.1. 5im 2. ndo
Posicdo 120, Abaulada 1. sim 2. Mo
122.1. difusa 2. localizada
1241. A5 2.4 3 P3 4P
126, Refraida 1. sim 2. ndo
12% Refragdo 1. leve 2 moder 2. import,
130, Localizacdo: difusa 2 localizada
132.1. A5 2.4l 3PS 4 PI5 afical
Perfuracdo 134.1.sim 2. ndo
136.1. central 2. marginal
1351 A5 2 Al 5 PS 4. Pl 5. tofal &. afical
Colesteatarma 140, 1. primario 2. Secund&io . Congénito
Provavel via
de formagdo 1421 epiimpanica arterior
z. epitimpénica posterior
z.mesotimpanica posterior
Complicacdes 1441, paesia 2. Paralisia 3. abscesso 4. Outras
outras

Timpanoesclerose 1461, sim 2. ndo
14%. Membrana Timpanica 1. 5 2M
150, Crelha Media 1. S2.N
152, Ossiculos 1. 52.M
Granuloma de
Colesterol 154.1. sim 2. ndo

Estado da Mucosa 15&.1. normal 2. epitelizacda
Thiperplagica 4. infectada
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ESQUERDO

107.1. normal 2. MFC lewe
3. MFCograwe 4. auséncia
1081, normal 2. baka
111.1. rormal 2 Aliforme
3.fundo de saco - 4. ausents

1131, sim 2. ndo

1161, gim 2. ndo

117. 1. im 2. néo

1181 sim 2. ndo

121 . Abaulada 1. sim 2. ndo

123.1. difusa 2. localizada

1251 A5 2 Al 2 PS4 FI

127. Refraidal. sim 2. ndo

129, Refragdo 1. leve 2. moder 3. import,
11 Localizagdo:l difusa 2 Localizada
1231, A5 2 Al 2 PS 4 PIS. atical
135.1.5im 2. ndo

137.1.cerfral 2. marginal

1391 A8 2 Al X PS4 Pl E fotal 6. afical
141, 1. primdrio 2. Secundario 2. congénio

143. 1. epiimpanica anterior
2. epitimpanica posterior
3. mesofimpdnica posterior

1451, paresia 2. Paralisia 3. abscesso 4.

147 1.sim 2. ndo

145, Membrana Timpanica 1. 52N
161, Crelha Médial. 52.M

153, Ossiculos 1. 32N

15881, M 2. ndo

1571, normal 2. epitelizada
Z hiperplasica 4. infectada
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Prezado Paciente:

O Ambulatério de Otite Média Cronica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(AOMC-HCPA) destina-se ao estudo da Otite Média Cronica. Na rotina deste ambulatério sdo
realizados um questionario padrdo, exame otorrinolaringologico, filmagem das orelhas e
exames de avaliagBo da audig@o. Todas estas avaliagbes seguem a normalidade de
atendimento do Servigo de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

No caso da Otite Media Colesteatomatosa (OMCC) existem diferengas na evolugdo e
agressividade desta doenga, quando comparadas em adultos e criangas. Com o intuito de
estudar esta diferenca, estamos testando, comparativamente, colesteatomas coletados de 20
criangas e 20 adultos.

Convidamos o senhor(a) para participar do estudo da Otite Media Cronica
Colesteatomatosa. A participagéo deste estudo ndo interfere na rotina de avaliagdo e
acompanhamento.

Durante o procedimento cirlrgico, Gnico tratamento conhecido para esta patologia,
sera coletada uma amostra da pele da orelha operada, evento que néo faz parte da rotina
assistencial, mas que n&o acarretara nenhum desconforto ou risco adicional e, também, ndo
interferira em seu tratamento.

Os dados coletados nas avaliaghes podem ser usados de forma andnima em

trabalhos cientificos.

Anexo 2

O paciente, ou responsavel, tem a liberdade de retirar seu consentimento em participar

da pesquisa a qualquer momento, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia

recebida.

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que

me foi explicado, concordo, voluntariamente, em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal Assinatura do pesquisador
Carimbo ou nome Legivel

Pesquisadores responsaveis: Sady Selaimen da Costa e Cristina Dornelles

Enderego: Av. Ramiro Barcelos, 2350, Servigo de Otorrinolaringologia — HCPA — Zona 19

Telefone para contato (em horario comercial): 051 — 3316-8249 ou 33168164
HCPA | GPPG

VERSAO APROVADA

23 | AD | OZ




Anexo 3

Carta de Aprovacédo do Grupo de Pesquisa e Pos-Gradgao

HCPA - HOSPITAL DE CLiINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacgao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUGAO

A Comissao Cientifica e a Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde, que é reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)YUSDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 04-416

Pesquisadores:

SADY SELAIMEN DA COSTA

LUISE MEURER

CRISTINA DE CARVALHO DORNELLES

Titulo: ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DA PERIMATRIZ DE COLESTEATOMAS
ADQUIRIDOS

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos, de acordo com as Diretrizes e
Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Salde. Toda e qualquer alteragdo do Projeto devera ser comunicada ao CEP/HCPA.

Os membros do CEP/HCPA ndo participaram do processo de avaliagdo dos projetos onde constam como
pesquisadores.

Porto Alegre, 02 de dezembro de 2004.

Prof’ﬁ' mis Reéverbef da Silveira
Cm/rden dore/do GPPG e CEP-HCPA



Anexo 4

Descrigdo demogréfica da amostra

Numero| Iniciais | Idade| Género Numero | Iniciais Idade | Género
1|F.P.R.S. 15 Masculino 38| D.L.R. 9| Masculino
2| C.L 14| Feminino 39| R.M. 13| Masculino
4| M.R.C. 5| Masculino 42| A.C. 22| Masculino
5| O.B.F. 53| Feminino 43| L.M.S.S. 22| Feminino
6| L.V. 16 | Masculino 44| M.R.O 18| Masculino
7 | N.L.R. 36| Feminino 45| M.B. 39 | Masculino
8| R.AAR. 31| Feminino 47 | F.M.A.P. 20| Feminino
9| S.W. 18| Masculino 48 | A.R.L. 12| Masculino

10d| J.C.S.D. 35 Feminino 50| S.W. 21| Feminino
10e| J.C.S.D. 35 Feminino 52| B.M.D. 8| Feminino
11| J.F. 11| Masculino 53| J.C.S. 12 Feminino
13| D.S. 27| Feminino 55| S.S. 7| Masculino
15| AB.T. 18| Feminino 57| E.Z.S. 17| Masculino
18| C.O.G. 21| Feminino 63| M.W. 25| Masculino
19| B.L.S. 12| Feminino 65| R.S.A. 25| Feminino
20| G.B. 12| Feminino 68| J.P.W. 35/ Masculino
21| P.R.S. 40 Feminino 69 | M.X.F. 43| Feminino
22| AK.O. 10| Masculino 70| D.S.S. 11 Masculino
24| EIM.S. 25| Masculino 71| G.V.I 17| Feminino
25| F.H.P. 37| Masculino 72| M.D.A. 9| Feminino
26d| V.S.M. 9| Feminino 73| M.M.S. 51| Feminino
26e| V.S.M. 9| Feminino 74| J.L. 78| Masculino
27| C.S. 40| Feminino 75| D.R.S. 14| Masculino
28 | C.R. 37| Feminino 77| FJ.R. 13| Masculino
29| D.K. 18| Feminino 79| C.C.O. 20| Masculino
31| E.K. 53| Feminino 81| P.J.S.M. 16 Masculino
32| AK.O. 10| Feminino 82| J.C.R. 35/ Masculino
33| T.R.X. 23| Feminino 83| M.C. 37| Masculino
36| V.M.M. 37 | Masculino 84| E.S.J.J. 31 Masculino
37 | E.AN. 10| Feminino 85| A.O. 15| Masculino
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NUmero | Iniciais Idade | Género Numero | Iniciais Idade| Género
86 | L.B.M. 11 | Masculino 150| W.S.F. 30, Masculino
89| B.S. 11| Feminino 151| P.H.S. 33 Masculino
90| A.R. 59| Masculino 153 | F.R.H. 10| Feminino
91| P.H.S. 66| Feminino 153| F.R.H. 10| Feminino
92| N.D. 44| Masculino 160| T.R.S. 7| Masculino
94 | N.D. 69| Feminino 161| T.M.S. Masculino
97 | M.R. 10| Masculino 162 | T.M.S. Masculino
98 | G.M. 38| Masculino 164| R.R.F. 69 Feminino
99| M.S. 24| Feminino 165| B.L.S. 28| Masculino
101 | R.F. 14| Feminino 166| D.S.S. 13 Masculino
103| M.M.S.M 67 | Masculino 167 | E.A.D.N. 12| Masculino
104| L.F.G. 24| Masculino 168| J.B.G. 29, Masculino
106 | J.P.T. 29 Feminino 171| D.L.V. 11| Masculino
107| N.C.O.S. 38 Feminino 172| A.S.C. 11| Masculino
108 | D.G. 38| Masculino 175]| J.B. 13| Feminino
110| R.A.D. 38| Masculino 175| J.B. 13| Feminino
112| C.M.V. 11| Feminino 176| G.B. 14| Masculino
115| M.L.T. 70| Feminino 179| A.K. 18| Masculino
116| L.E. 58| Masculino 183| D.B.B. 14| Feminino
119| S.O.L. 11| Feminino 184| T.M.A. 8 Feminino
120| R.D. 6| Masculino 185| R.A.R. 12| Masculino
121 J.F. 14| Feminino 186| T.M.P 45|  Feminino
127/ 1.S.S. 40, Feminino 187 | M.B. 40| Feminino
128| W.J.S.J. 8§ Feminino 188| V.P.G 38| Feminino
131| V.L.B. 48 | Feminino 193] A.T. 45| Masculino
140| W.G.L. 14| Masculino 194| R.S.S. 23 Masculino
142| J.C.S. 14 Masculino 197 | F.S. 22|  Feminino
143| C.B. 42| Masculino 198| M.M.L 23 | Masculino
146 | L.R.S.P 18| Masculino 199 AT. 7| Masculino
147| P.J.S. 11 Feminino 200| M.N.A. 35| Feminino
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Anexo 5

Comparison of acquired cholesteatomas in adult andediatric patients using MMP2

and MMP9 markers for immunohistochemistry analysis
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ABSTRACT:

The quantification of angiogenesis and metallopnaiges may be useful in
cholesteatoma behavior assessment as markers afgtessiveness. Objective: Compare
markers CD31, MMP2 and MMP9 in pediatric and agalients. Method: Cross-sectional
study. Pediatric (18 years old or below) and adudups (19 years old or above). Sample:
120 cholesteatomas, fixed in 10% formol, prepanmedive blades of each sample through
habitual histological techniques, observing: nundfdslood vessels (CD 31), marking with
MMP2 and MMP9, number of matrix cells and thicknessperimatrix cell. Data were
analyzed through SPSS using Spearman and Mann-gyhitoefficients. Results:
Cholesteatomas equally distributed: 60 in pedigtatents (11.77+3.57 years); 60 in adult
patients (38.29£14.51 years). Pediatric CD31: 41%-adult CD31: 4 (0-10) (P=0.044).
Pediatric cytoplasmatic MMP2: 1 (0-3), adult cyegrhatic MMP2: 0 (0-1) (P=0.006).
Pediatric nuclear MMP2: 0 (0-1), adult nuclear MNMR2 (0-1) (P=0.056). Pediatric
MMP9: 2 (0-4), adult MMP9: 0 (0-4) (P=0.049), whearrelating the number of blood
vessels and metalloproteinases with perimatrix ktiéss. Conclusions: Pediatric
cholesteatomas present a more exacerbated inflanmalegree, produce more
metalloproteinases, factors that, when combineduldco characterize pediatric

cholesteatomas as more aggressive than adult thatiesas.

KEY WORDS:

Perimatrix; Inflammation; Cholesteatoma; AngiogesieSollagenases
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I ntroduction

Cholesteatomas were defined by Schukrfeabtthe accumulation of scaled keratin
inside the middle ear or any pneumatized area éntédmporal bone deriving from a
keratinized squamous epithelium. The annual inaddesf cholesteatoma was found to be
about 3 per 100,000 in children and 9.2 per 100jAQ@lult. There is male predominance,
approximately 1.4 times more high in men than imed*

Acquired cholesteatoma presented three histologmalponents: matrix, perimatrix
and cystic conteft(Figure 1). The matrix is a keratinized stratifiegiamous epithelium,
with four layers that are identical to the. The ip@trix is a loose connective tissue,
containing collagen fibers, fibrocytes and inflamtomg cells. And the cystic content, by his
time, is constituted for keratin lamellae and eglitm remands

Controversies exist as to whether cholesteatomiaavieedifferently in children than
in adults. Of a side, Sheéhylos and Edelstefhbelieve that pediatric cholesteatomas are
less expansive, leading to a lower rate of comfitina. On the other hand, Glasscyck
RuaH?®, Bujia'?, Palvd® and Sudhoff hold that cholesteatomas originating in childhoosl a
more aggressive and have more extensive growtlerpatt Smyth® consider pediatric
cholesteatomas to be so different from adult clheégemas that they should be considered
different diseases.

In this sense, Quarantat al’® observed that the perimatrix of pediatric
cholesteatomas is richer in mononuclear inflamnyagdements than that of adults. Based
on this finding, they suggest that the characiesasbf the perimatrix exert an important
role in the pathogenesis of cholesteatomas, whodidceexplain differences in the behavior

of pediatric and adult cholesteatorftas
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Histological studies conducted by Dornelles et®al:*® identified an inverse
correlation between the cholesteatoma perimatrickitiess and the patient's age on the
surgery date, as well as a direct correlation betwtne thickness and the histological
degree of the inflammation at the perimatrix. Thi#sdings suggest that the perimatrix is
thicker and has a more exacerbated inflammatorggs®in pediatric cholesteatomas. It is
known that the cholesteatoma growth requires amgiegis in the perimatrix conjunctive
tissué®. In these studié®'’'® the inflammatory activity degree of the perimatias
calculated through semi-quantitative measuremi&nsmore precise measurement of the
inflammatory activity is the angiogenesis quandfion, which can be performed
immunohistochemically by counting the blood vessets the perimatrix, through
immunohistochemistry with marker CD 3%2

The exacerbated inflammatory process in cholesteatperimatrix adds more
complexity to the chronic otitis media with choksioma (COMC), with the bone erosion
power, a characteristic that is almost universaltted COMC, one of the parameters
employed to assess its aggressiveness. Bernalédpeak et af® suggested that
metalloproteinases (MMP) could explain part of theasive and destructive activities
(destruction of ossicles and other parts of theptaal bone) of the ear cholesteatoma.
MMPs are related to several aspects of tissue gremvt invasion and the stimulation of
angiogenesis.

The quantification of angiogenesis and metallopnaises as markers of
aggressiveness may be useful in cholesteatoma ioel@sessment. Thus, the purpose of
this study is to analyze immunohistochemically bothtrix and perimatrix of acquired

cholesteatomas in children and adults, with marke31, MMP2 and MMP9, and
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correlate such findings with their histological qoonents and the patient’'s age on the

surgery date.

Method

This study was a comparative and contemporaneoass-sectional analysis,
approved by the institution in 2003. All patientgred the Consent Term for the
anonymous utilization of data in scientific pubtioas.

Patients were include according to the followingecia: 1) diagnosis of chronic
otitis media with cholesteatoma; and 2) presenamaifix (keratinized stratified squamous
epithelium) and perimatrix (loose connective ti9gsunethe cholesteatoma sample collected
(In Figure 1 is a representative cholesteatoma,wstgp histological components).
Exclusion criteria were: 1) diagnosis of congenitdiolesteatoma; and 2) sample
inadequate for immunohistochemistry processing. gdteents were divided in two groups,
according to their age at the time of surgery (&difilabove 18 years old and children until
that age). Sixty cholesteatomas were include ih gagup.

Tissue samples were collected, between May of 20@BMarch of 2007, by the
operating ENT surgeon, in specifics sites of thedi@ ear and mastoid: mesotympanum
(over of the bulging of the promontory); the wafl the anterior epytympanum around
middle wall of the attic, the proeminence of theeital semicircular canal. These areas were
chosen due the smoothness of the surface makirsgopothe removal of big pieces of well
conserved matrix and perimatrix. Samples of théses svere thought to probably contain
matrix and perimatrix, and have to measure at [8asin. The material was immediately
fixed in 10% formol and processed by usual histiclaigtechniques with inclusion in

paraffin.
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Five slides of each sample were prepared for mdogical and
immunohistochemistry analyses. The slides wereyaadlusing a light microscope at 200
powers by two independent observers (one, a faoumber of the Pathology Department
of the Federal University of Rio Grande do Sul MadliSchool, and the other, the primary

author). The slides were “blinded” prior to intezfation.

The first slide was stained with hematoxylin-eos{i#E) (Figure 2A) with the
which were evaluated the histological integrityttoé colesteatoma (presence of matrix and
perimatrix), beyond the observation of the follogicomponents: average number of
epithelial cell layers of matrix, presence or ndtdelimiting epithelium, hyperplasia,
fibrosis and granuloma.

Mean number of matrix cells layers was obtainedcbynting cells layers in five
different fields of slides, carrying out on averagfethose for obtain to statistical it to be
tested. The other aspects (delimiting epitheliugmpenplasia, fibrosis and granuloma) were
analyzed only qualitatively ("present” or "absent”)

After the blade evaluation in HE, with the histalzg integrity confirmation of the
samples, the second blade was stained with PicussyFigure 2B), for the perimatrix
thickness measurement. This stain was used fowialipa better differentiation of the
perimatrix than with the HE stain (3A), as Picrasgrstains the collagen fibers in dark red,
making it easier to delimit the thickness to be suead. The perimatrix thickness was
obtained through analyses of computerized images ihagePro Plus Media Cybernetics
software (Figure 3). Laminas were examined onhairtextension and it was obtained 20
measurements of perimatrix by each cholesteatomayder to denote the intrapatients
variability. Using the 20 measures of each perimawe obtained the median, which are

the summarizing measures for the analysis of pérxsthickness. In the cases in that to
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perimatriz was extremely thin, not permitting tes hmeasurement by the software, the
thickness was considered as like zero.

The same cholesteatomas used in the cuts withdyrue stain were submitted to
the immunohistochemistry technique employed in Baghology Service routine, which
consists in deparaffinization, rehydration, antigegtrieval, endogenous peroxidase
inactivation, and blocking of non-specific backgndistaining.

The third blade was prepared for counting the nmeanber of blood vessels, using
the primary anti-CD31 antibody (clone JC70A, Dakgdbnation, Carpinteria, CA, USA).
The material was incubated for 12 hours, at 4°C arD dilution, followed by the
application of streptavidin-biotin-peroxidase coeyp(LSAB, Dako) and print processing
with diaminobenzidine tetrahydrochloride (Kit DABako).

The mean number of blood vessels in the perimdggigined by the anti-CD31
antibody reaction) was collected continuously, tigto the Chalkley count, where a 25-
point grid of is placed onto a scanned image ahgahts that coincide with the marked
vessels are counted (Figure 4). Two to five imagee used, depending on the size of the
cholesteatomas, and the mean value was obtain&dthgtnumber of counted vessels in
each image. The perimatrix areas with evident dedion tissue were avoided in image
capture. Reading of blades was performed by twepaddent observers (one was a student
at the Pathology Department and one was the magareher), the final variable was the
mean value of all readings performed with eachdlad

In order to evaluate the production of metallopraees, the two last blades were
prepared using anti-MMP2 (72kDa Collagennase IVer@icon International, USA) and
anti-MMP9 (clone 9D4.2, Chemicon International, USAantibodies. Cuts of

cholesteatomas were incubated for 72 hours, atatfC 1:40 dilution, followed by the
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application of biotin-streptavidin peroxidase coay(LSAB, Dako) and print processing
with diaminobenzidine tetrahydrochloride (Kit DABDako). Immunoreactivity of
metalloproteinases was observed in the matrix afiedteatomas, being MMP9 in the
cytoplasm of epithelium cells and MMP2 in the cy&sm and nucleus.

The intensity of MMP2 and MMP9 colorings was obgehand the results were
expressed as 0, 1, 2 and 3, according to the mjtateinase coloring intensity (absent,
mild, moderate and accentuated, respectively). d@ssithe coloring evaluation, the
percentage of stained material was also estimaigidg a scale ranging from zero (no
immunoreactivity) to 100% (all material was staipneguch percentage was dichotomized
as follows: 1 - percentages ranging from 0 to 509 a - from 51 to 100%. The final
variable to be statistically analyzed was the pobdesult of the coloring intensity (zero to
three) using the multiplying factor (1 or 2) resujt from the percentage of stained
material.

Frequency tables were used for descriptive datear@mn’s coefficient was used in
the statistical analysis, in the correlation of tinean number of blood vessels and the
quantification of metalloproteinases with the meammber of cells in the matrix, the
perimatrix thickness and the patient’'s age on tirgesy date. The Mann-Whitney test was
used to compare the perimatrix thickness, the nmmaamber of blood vessels and the
guantification of metalloproteinases between theupgs. Fisher's exact test was used to
compare the presence of delimitating epitheliumpenglasia, fibrosis and granuloma
between the groups. The analysis was performedighrgoftware application SPSS 13.0

for Windows. Values of £0.05 were considered as statistically significant.

Results
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1 - Demographic data

The sample was composed of 120 cholesteatomash wigre equally distributed in
the pediatric and adult groups. The sample wasllgqligided also in terms of genre.

The meattstandard deviation values of patient’'s age on tikgesy date was
24.9%16.80 years. The pediatric group presented mearofigé.7%3.48 years and the
adult group presented mean age of 381@2231.

As the dates didn’t present normal distributioonrthis point, will be presented by
his median and interquartil interval. By the saraetfall the statistical analysis will be

carried out with nonparametric tests.

2 — Histological findings

The mean number of cell layers in the matrix ranffech 2 to 23, with median
value of 6 (5 to 9). Hyperplasia in the matrix vdentified in 35% of the cholesteatomas,
14% presented granuloma and 67% presented fibrokes.presence of simple cuboidal
epithelium, delimitating the perimatrix in its dagilane, occurred in 20% of the cases.

The variable perimatrix thickness appeared in dtelomas from different
patients, as well as in the material from the samdévidual. One species in particular
presented areas from very delicate thickness tck tparts. The thickness was of 78
micrometers (34 to 217), considering the minimuriue@af zero and the maximum value
of 1269. In seven cases - six adults and one pedase — the perimatrix was extremely
thin that it could not be measured, and was consitlas zero. Figure 5 shows some very
representative examples of the variation in thdoligical composition found in this

sample of acquired cholesteatomas.
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When stratified in age groups, the histological poments analyzed in this study
presented a similar distribution in both groups;ept for the perimatrix thickness and the

presence of delimitating epithelium (Table 1).

3 — Immunohistochemical findings

The mean number of blood vessels (Figure 6) waé & (11). In the pediatric
group, this number was 7 (4 to 11) and 4 (0 toid®ye adult group.

Cytoplasmatic MMP 2 median value (Figure 7) wasO0tq 1). In the pediatric
group, this value was 1 (0 to 3) and 0 (0 a 1h&adult group.

The results of nuclear MMP2 (Figure 8) were similMedian value for the general
group: 0 (0 to 1); in the pediatric group, it waflto 1) and 0 (0 a 1) in the adult group.

MMP 9 median value (Figure 9) was 1 (0 to 4). le fhediatric group, this value
was 2 (0 to 4) and 0 (0 a 4) in the adult group.

When comparing the mean value of blood vesselsgttamtity of cytoplasmatic
MMP2, nuclear MMP2 and MMP9 between the groups gisie Mann-Whitney test, all
variables analyzed showed a statistically significifference.

Table 1 shows the comparison of histological anthimohistochemical variables
between the pediatric and adult groups, using Maiitney and Fisher’s exact tests:

When correlating the mean number of blood vesséls the mean number of
metalloproteinases, with the mean number of celers of the matrix and with the
perimatrix thickness, strong correlations are fouBdsides, an inverse correlation was

found, of cytoplasmatic MMP2 with the patient’s amethe surgery date (Table 2).

Discussion
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In a series of studies conducted by our gtdlfy® we analyzed the histological
inflammation degree in the perimatrix of acquirelolesteatomas, using a semi-

quantitative variable. We found in these stutfiés'®

a strong and inverse correlation the
patient's age on the surgery date with the inflanmmyaprocess, i.e., the younger the
patient, the larger the inflammation. In this study attempted to enhance the precision of
this analysis using a quantitative variable resgltifrom the measurement through
immunohistochemistry, anti-CD 31 antibody (markéangiogenesis). With this variable,
we found a statistical difference of the angiogenbstween the age groups (pediatric and
adult groups) and we realized that the mean nurmbbtood vessels in the perimatrix is
much higher in the pediatric group than it is ie thdult group, a fact that leads us to
suggest that the inflammatory process is more eRated in children, a characteristic that
could involve a higher aggressiveness degree ofctimesteatomas presented by the
pediatric group.

Besides the angiogenesis measurement, we alsedttltek metalloproteinases for
being enzymes associated with the pathological rabea of the extracell matrix in
chronic inflammatory processéswhich, therefore, considers it as a required pabone
erosion and reabsorption processes. MMP activityepulated by Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase (TIMP) and the interruption ofclsucombination may lead to a
pathological process. Figure 10 shows the sitédMP production, expression and activity
in the cholesteatomas (adapted from Medina and fRski®).

We know metalloproteinases are proteolytic enzythascan degrade components
of the connective tissé In addition, the production of metalloproteinagegncouraged

by the inflammatory process. Thus, we suggestthigtholesteatomas, when stimulated by

infectious factors, can produce more of these eesytimat degrade collagen fib@rs
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Our results indicated that the metalloproteinassgoplasmatic MMP2, nuclear
MMP2 and MMP9) showed increased expression in peciaholesteatomas. In other
words, younger patients have higher expression ethioproteinases. It should be noted
that cytoplasmatic MMP2 was also inversely coredatvith the patient's age on the
surgery date, i.e., the younger the patient, tghdrithis protein expression.

We know that MMP2 is a proteolytic enzyme assodiatgth the ability to
penetrate into and invade adjacent tis¥uesn normal biological processes, the
metalloproteinases are responsible for the bosedifiomeostase, with higher expression
in inflammatory osteolytic diseases. Based on @sults, we can suggest the pediatric
cholesteatomas present a greater potential for baasion and erosion, as a result of the
higher expression of metalloproteinases than ofest@atomas in adult patients.

Based on the results obtained in this study, westaygest the aggressiveness of
cholesteatomas resides in biochemical processé®d¢har in the perimatrix, and that the
bone erosion initiates in such cholesteatoma strech typical characteristic of the chronic
otitis media with cholesteatoma.

When concluding this study and combining it witk gtudies previously conducted
by our group®’*® we can realize increased number of evidencesatidiy greater
aggressiveness of chronic otitis media with chelsima in children, as follows: the
pediatric cholesteatomas present a thicker pernxpar more exacerbated inflammatory
process, a higher degree of angiogenesis and produmre metalloproteinases than
cholesteatomas of adult patients. Thus, we canestigbgat these combined factors make

chronic otitis media with cholesteatoma more aggvesin children than in adults.

Conclusions
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The expressions of CD31, cytoplasmatic MMP2, nucdP2 and MMP9 are
higher in the pediatric group.

The mean number of blood vessels is strongly cated! with the quantity of
metalloproteinases, the mean number of cell layetee matrix, the perimatrix thickness

and the histological inflammation degree.
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Tables:

Table 1: Comparison of variables studied betweerPdiatric and Adult Groups

Variable General Pediatric Group  Adult Group P
(n=120) (n=60) (n=60) Value
Perimatrix Thickness 78 (34 to 217) 104 (48 to 245)49 (15to 176)  0.014
Matrix 6 (5 to 9) 6 (5 to 9) 6(5t09.5)  0.813
Number of Vessels: CD31 6 (0to 11) 7 (410 11) 040(10) 0.044
Cytoplasmatic MMP2 0 (0 to 2) 1 (0 to 3) 0(0to1l) 0.006
Nuclear MMP2 0(0to1) 0(0to1l) 0(0to1l) 0.654
MMP9 1 (0 to 4) 2 (0 to 4) 0 (0 to 4) 0.049
Delimitating Epithelium 24 (20.2%) 17 (28.1%) 7 (3%) 0.036
Hyperplasia 42 (35.1%) 21 (35.1%) 21 (35.1%) 0%999
Fibrosis 80 (66.7%) 42 (70.2%) 38 (63.2%) 0551
Granuloma 17 (14.2%) 9 (15.0%) 8 (14.0%) 09999

Mann-Whitney Test Fisher's Exact Test

Table 2: Correlations found when comparing theistligtariables

Age Thickness Matrix CD31 ¢c MMP2 n MMP2 MMP9

Age -0.256 -0.010 -0.164  -0.248  -0.139  -0.154
(0.008) (0.919) (0.160) (0.027) (0.180) (0.173)

Thickness -0.256 0.479 0742 0465 0414  0.643
(0.008) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

Matrix ~ -0.010  0.439 0.473 0302  0.183  0.300
(0.919) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (0.077)  (0.007)

CD31 -0.164 0.742  0.473 0539 0.515  0.850
(0.160) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

MMP2c -0.248 0465  0.302  0.539 0.908  0.664
(0.027) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

MMP2n -0.139 0414  0.183 0515  0.908 0.548
(0.180) (<0.0001) (0.077) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

MMP9  -0.154 0.643  0.300 0.850  0.664  0.548
(0.173) (<0.0001) (0.007) (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)

Age = patient’s age on the surgery date (in yedisickness = perimatrix thickness (in micrometekdgtrix= mean number of cell layers
in the matrix; Inflammation = histological inflamtian degree; CD31 = mean number of blood vessethénperimatrix; ¢ MMP2 =

reactivity of metalloproteinase 2 in the matrixl @toplasm; n MMP2 = reactivity of metalloproteg&? in matrix cell nucleus; MMP9 =
reactivity of metalloproteinas® in the matrix cell cytoplasm; Spearman’s CorietaCoefficient (P Value).
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Legends of Figures:

Figure 1. Summary of the different cell types thadduce MMP and TIMP. The
cholesteatoma matrix may initiate the immunologicasponse with the activation of
different cells in the perimatrix, such as: macragds, fibroblasts and leucocytes, releasing
cytokines, such as interleukin-1 (IL-1) and the Twah Necrosis Factor (TNk). The
activated immunological cells can also release bdtiP and TIMP. Physiological
conditions may cause unbalanced MMP/TIMP. Inflamomnateactions lead to unbalance
of MMP in relation to TIMP, which may cause the rexell matrix remodeling. Model

elaborated from authors adapted by Nagdsd. (2006).

Figure 2: Scanned image of the blade, cross-sedtioumt of the cholesteatoma,
stained with Hematoxylin-Eosin. We can see itsdhgenstituting parts: A — Perimatrix, B

— Matrix, C — Cystic Content. Enlargement: 100x

Figure 3: Histological image of the cholesteatort@ned with Hematoxylin-Eosin

(A) and Picrosyrius (B): 1 — Perimatrix, 2 — Matri&— Cystic Content. Enlargement: 100x

Figure 4: Image obtained with Image Pro-Plus thhodigickness measurement

technique.

Figure 5: Image of ImagePro Plus Media Cybernetfwsre screen, showing
Chalkley grid: 1 - Blood vessel marked that doesaoancide with the grid point, 2 - Point

that coincides with blood vessel.

Figure 6: Representative cholesteatomas of the Isamipstrating their histological
components: 1 — Perimatrix, 2 — Matrix, 3 — Cysontent. A — Epitympanic

cholesteatoma from a female patient of 44 years lolidhistological terms, it presents
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stratified scaly keratinized epithelium, mean numbg cell layers: three. Perimatrix is

absent. Enlargement: 200x. B — Epitympanic choéstea from a male patient of 37 years
old. In histological terms, it presents stratifiechly keratinized epithelium, mean number
of cell layers: six. Narrow and fibrotic perimatriwith rare lymphocytes. Absence of
granuloma. Enlargement: 200x. C — Mesotympanicestehtoma from a female patient of
35 years old. In histological terms, it presentatdted scaly keratinized epithelium, mean
number of cell layers: four. Very narrow perimatrixo fibrosis and no inflammatory

infiltrate. Enlargement: 200x. D - Mesotympanic legsbeatoma from a male patient of 16
years old. In histological terms, it presents dteat scaly keratinized epithelium, mean
number of cell layers: six. Narrow and delicateimpatrix, no fibrosis and with little

inflammatory infiltrate. Enlargement: 200x. E - Bpnpanic cholesteatoma from a female
patient of 11 years old. In histological terms,pitesents stratified scaly keratinized
epithelium, mean number of epithelial cell laydrgelve. The perimatrix presents dense
fibrosis, accentuated chronic inflammatory infilte@and is delimitated in its depth plane by
simple cuboidal epithelium. Enlargement: 50x. F eddtympanic cholesteatoma from a
female patient of seven years old. In histologitedms, it presents stratified scaly
keratinized epithelium, mean number of cell layéngteen. The perimatrix presents mild
fibrosis with accentuated inflammatory infiltratenda neutrocytic exudation, being

delimitated in its depth plane by simple cuboidaitleelium. Absence of granuloma.

Enlargement: 50x.
Figure7: Cholesteatoma marked with CD 31 (arrowm)aEement: 200x

Figure 8: Cholesteatoma marked with cytoplasmatidMiM 2. Moderate

immunoreactivity, 80% of cells were stained. Enéaingnt: 200x
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Figure 9: Cholesteatoma marked with nuclear MMR@derate immunoreactivity,

70% of cells were stained. Enlargement: 200x

Figure 10: Cholesteatoma marked with MMP 9. Accatgd immunoreactivity,

100% of cells were stained. Enlargement: 200x
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Figure 8
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Anexo 6

CD com a colecéao histolégica



