Rev Bras Otorrinolaringol.
V.70, n.5, 602-7, set./out. 2004

Estudo comparativo de aspectos
histoldgicos e imunohistoquimicos
entre o colesteatoma espontaneo
do meato acustico externo e o
colesteatoma adquirido da

orelha média

Fernando de Andrade Quintanilha Ribeiro?, Celina
Siqueira Barbosa Pereira?, Renata de Almeida®

Resumo

Objetivo: Neste trabalho foram avaliadas as caracteristicas
histolégicas e imunohistoquimicas (Ki-67 e CK-16) do colesteato-
ma espontaneo do meato acustico externo comparando-as com
as do colesteatoma adquirido da orelha média. Forma de estu-
do: Caso controle. Material e Método: Fragmentos de colesteato-
ma do meato acustico externo foram submetidos a estudo
histolégico e imunohistoquimico com o intuito de verificar a ex-
pressdo da CK16 e do antigeno nuclear Ki-67 nas células de sua
matriz, e os resultados foram comparados com 0s encontrados
no colesteatoma adquirido da orelha média. Resultados: Os as-
pectos histolégico e imunohistoquimico quanto a presenca da
CK16 e do antigeno nuclear Ki-67 na matriz do colesteatoma do
meato acustico externo foram idénticos aqueles encontrados no
colesteatoma adquirido da orelha média. Discussdo: Acredita-
mos que a ocorréncia do colesteatoma do meato acustico exter-
no seja devido ao comportamento anormal de células com po-
tencial hiperproliferativo no epitélio do meato. Este potencial es-
taria relacionado com a presenca da CK16 em uma regido onde
estes marcadores ndo sdo usualmente encontrados. Esta caracte-
ristica hiperproliferativa do colesteatoma do meato fica patente
pela presenca do antigeno nuclear Ki-67 nas células suprabasais
de sua epiderme. Possivelmente esta doenga deve ser desencade-
ada pela interagdo desta citoqueratina (CK16) com citocinas pre-
sentes no tecido conjuntivo subepitelial inflamado, como a TGF-
K. Conclusao: As caracteristicas histolégicas (presenca de cones
epiteliais) e histoquimicas (expressdo da CK16 e do antigeno nu-
clear KI-67) séo idénticas no colesteatoma adquirido da orelha
média e no colesteatoma espontaneo do meato acustico externo.
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Summary

Aim: A comparative analysis between the histological and
the immuno histochemical (Ki-67 and CK-16) characteristics
of spontaneous cholesteatomas of the external ear canal and
acquired cholesteatomas of the middle ear was carried out.
Study design: Case-control. Material and Method: Fragments
of external ear canal cholesteatomas were submitted to
histological and immunohistochemical studies to evaluate the
expression of CK-16 and of the nuclear antigen Ki-67 in the
matrix cells. Results were compared to the same studies in
acquired cholesteatomas of the middle ear. Results:
Histological and immunohistochemical aspects studied were
identical in both types of cholesteatomas studied. Discussion:
This study suggests that cholesteatomas of the external ear
canal are caused by na abnormal behavior of the cells of the
epithelium of the external canal with hyperproliferative
properties. This potential could be explained by the presence
of CK-16 at a location where these markers are not usually
found. The hyperproliferative characteristic of the external
ear canal cholesteatoma is possible due to the presence of
the K-67 nuclear antigen in the epidermal suprabasal cells. It
is possible that the disease is caused by an interaction between
CK-16 and the cytocines (TGF-alpha),which are present in the
subepithelial connective tissue undergoing na inflammatory
process. Conclusions: The histological (presence of epithelial
cones) and immunohistochemical (expression of CK 16 and
the nuclear antigen KI-67) characteristics of both the external
ear canal and the acquired middle ear cholesteatomas are
identical.
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INTRODUCAO

A epiderme do meato acustico externo, como a
retroauricular, € comumente usada como controle nos estu-
dos imunohistoquimicos do colesteatoma adquirido da ore-
Iha média. Sabe-se que, no epitélio do meato, o antigeno
nuclear Ki-67 aparece apenas em poucas células da camada
basal porém, no colesteatoma, a expressao deste antigeno
€ muito mais acentuada estendendo-se para as camadas
suprabasais. Na pele do meato a citoqueratina 16 (CK16)
estd presente apenas nas regides justatimpanicas, mas €
observada, intensamente, em toda a matriz do colesteato-
ma da orelha média.

Quanto a citoqueratina 16 e o ki-67

Citoqueratinas sdo filamentos protéicos intra-
citoplasméticos, da classe dos filamentos intermediérios, que
fazem parte do citoesqueleto das células epiteliais. Foram
descritas vinte citoqueratinas diferentes, cada uma caracte-
ristica de um determinado tipo de epitélio. A citoqueratina
16 estd presente em células epiteliais em estado de
hiperproliferacdo, como na verruga vulgar, queratose actinica,
psoriase, dermatite atdpica, carcinoma verrucoso, carcino-
mas espinocelular e basocelular’. Na pele normal esta
citoqueratina esta ausente, exceto nas areas submetidas a
pressdo e atrito como a planta dos pés e a polpa digital do
polegar, e nas células epiteliais dos foliculos pilosos®.

O Ki-67 é um antigeno presente no nucleo de célu-
las em fase de multiplicagéo (fases G, tardia, S, G, e M do
ciclo celular). Este antigeno pode ser demonstrado por meio
de reagdes imunohistoquimicas, utilizando o anticorpo tam-
bém denominado Ki-67, ou os anticorpos MIB1, MIB2 e MIB3,
gue sdo considerados equivalentes ao anticorpo Ki-67. Nor-
malmente, estes anticorpos reagem com antigenos presen-
tes no nucleo de células da camada basal do epitélio, que é
a camada que tem capacidade proliferativa e origina os
gueratindcitos que migram, constituindo as outras camadas
epidérmicas.*®

Quanto as caracteristicas histoldgicas e
imunohistoquimicas da epiderme do meato
acustico externo

O meato acustico externo é revestido por epitélio
escamoso estratificado queratinizado, com pélos, glandulas
sebdceas e glandulas sudoriparas modificadas (ceruminosas)
em seu ter¢o externo. O epitélio e uma pequena quantida-
de de tecido conjuntivo subepitelial repousam sobre
arcabouco cartilaginoso e dsseo.

Alguns autores demonstraram a expressdo da
citoqueratina 16 em area especifica da orelha externa: nas
células epiteliais da porcao inferior e justatimpanica do meato
acustico externo e nas células epiteliais da parte tensa da
membrana timpanica, proximas ao anel fibrocartilagineo®.
Nas demais regifes do meato acuUstico externo, ela tem ex-

pressdo semelhante aquela encontrada na pele normal, ou
seja, nas células epiteliais dos foliculos pilosos, presentes na
parte mais externa do meato.

Em relacdo ao antigeno nuclear Ki-67, foi observada
a sua presenca em menos de 1% das células da camada
basal do epitélio do meato acustico externo e da membrana
timpanica®.

Quanto as caracteristicas histoldgicas e
imunohistoquimicas do colesteatoma da orelha média

O colesteatoma adquirido da orelha média é uma
doenca caracterizada pela presenca de epitélio escamoso
estratificado queratinizado no interior desta cavidade, nor-
malmente revestida por epitélio pavimentoso simples, com
areas de epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado e de
epitélio cubico simples. Esta afeccao freqiientemente esta
associada a descamacao epitelial e infeccdo secundéria, e
cursa com erosdo 0ssea, podendo evoluir para complica-
¢des intra e extra-cranianas. Histologicamente, o colesteato-
ma, com frequéncia, apresenta areas de acantose e forma-
¢do de cones epiteliais, onde as células da camada basal
invaginam em dire¢do & perimatriz inflamada.

Na matriz do colesteatoma foi demonstrada a presen-
¢a da citoqueratina 16 nas camadas suprabasais do epitélio,
caracteristica de epitélio hiperproliferativo. A expressao do
antigeno nuclear Ki-67 foi aproximadamente 2,3 vezes mai-
or nas células basais da matriz do colesteatoma, quando com-
parada com a expressdo deste antigeno no meato acustico
externo’. Além disso, o antigeno também pbde ser observa-
do nas células suprabasais, e, inclusive, nas mais apicais, su-
gerindo um estagio hiperproliferativo das células epiteliais®.

Quanto maior o grau de acantose e formacao de co-
nes epiteliais, maior a expressdo da citoqueratina 16 e do
antigeno nuclear Ki-67 nas células da matriz do colesteato-
ma adquirido da orelha média®. Esta associacao é mais fre-
qlente quanto maior o grau de inflamacéo na perimatriz,
sugerindo que a producao de mediadores inflamatérios no
local (citocinas) acentue a producdo dos queratindcitos®.
Diversos autores ja observaram a presenca de grandes quan-
tidades de TGF-p nas células do colesteatoma. O TGF-u é
uma citocina que aumenta a transcricdo do gene da
citoqueratina 16, ativando a proliferagdo dos queratindcitos™.
Além do TGF-p, vérias outras citocinas tém sido demonstra-
das em grandes quantidades no colesteatoma da orelha
média, quando comparado a epiderme do meato acustico
externo. Citocinas s@o proteinas produzidas pelas células que
desencadeiam efeitos em outras células, proximas ou a dis-
tancia, criando um efeito cascata, responsavel pelo proces-
so inflamatdrio. Podem originar vasodilatag&o, oste6lise, mi-
gracdo celular e formacao de tecido de granulagao. Estudos
recentes apontam para a interagdo entre as citocinas, pre-
sentes na perimatriz, e seus receptores, provavelmente pre-
sentes nas células da matriz do colesteatoma, interagindo na
agressividade desta doenca*2.
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Quanto as caracteristicas histoldgicas e
imunohistoquimicas do colesteatoma do meato
acustico externo

O colesteatoma do meato acustico externo é uma
doenca relativamente rara caracterizada pelo comportamento
agressivo e infiltrativo da pele do meato acustico externo.
Sua etiologia é controversa e tem sido descrita como
provocada por estenose, traumatica ou congénita, onde a
descamacao da pele retida, pressionada ou infectada pode-
ria expandir o meato, rompendo a membrana timpénica e
invadindo a caixa do timpano e mastoide. Pode se apresen-
tar mais circunscrita e ser relatada como osteite necrosante
(otite externa necrosante benigna)?4, sendo, neste caso,
sua etiologia relacionada com a anatomia vascular peculiar
do osso timpanico que, insatisfatéria, poderia levar a necrose
circunscrita da pele e do osso do meato. Ou ainda pode ser
confundida com outras doengas como a queratose obliterante
(Keratosis obturans)®. Na verdade consideramos o coleste-
atoma do meato acustico externo como o comportamento
agressivo espontaneo de parte da pele do meato. Este com-
portamento pode levar a erosdo do 0sso, podendo ser loca-
lizada (normalmente na regido inferior do meato), ou difusa.
A agressao pode ser circunscrita ao meato ou invadir a caixa
do timpano e mastdide. Varios trabalhos tém demonstrado
€asos com estas caracteristicas'®®, mas poucos com estudo
imuno-histoquimico desta pele®. Estes ltimos trabalhos
demonstram a presenca da citocina TGF-+ e do receptor do
EGF nas camadas suprabasais da matriz do colesteatoma do
meato, assim como células MIB1 positivas nas camadas basais
e suprabasais, caracteristicas de tecidos hiperproliferativos.

OBJETIVO

Realizacdo de estudo histoldgico e imuno-histoquimico
em fragmentos de colesteatoma espontéaneo do meato acus-
tico externo e a comparacao dos resultados desses exames
com os feitos em colesteatomas adquiridos da orelha média.

MATERIAL E METODO

Material do exame foi obtido de paciente de 25 anos
gue apresentava episodios de otorréia desde a infancia, agra-
vados nos ultimos anos. Nestes episddios anteriores relatou
tratar a otorreia com lavagem e curativo. Ha 1 ano o quadro
se agravou na orelha direita, com otorréia constante e féti-
da, acompanhada de perda de audi¢do. Ao exame fisico
apresentava descamacao abundante do lado direito que ao
ser retirada mostrava um meato alargado, com perfuragdo
da parte flacida da membrana timpanica. A orelha esquerda
apresentava retencéo de descamacéo na porcéo inferior do
meato, com membrana timpéanica normal. Ao exame pela
tomografia computadorizada apresentava na orelha direita,
além do alargamento irregular do meato acustico externo
(Figura 1), eroséo da cadeia ossicular. O mesmo alargamen-

to irregular do meato era evidenciado na orelha esquerda,
com caixa timpanica normal (Figura 2). A paciente foi sub-
metida @ mastoidectomia radical a direita pois apresentava,
além de erosdo do meato, migracéo de pele para a orelha
média e mastdide. Posteriormente, foi operada da orelha
esquerda onde se constatou erosao localizada na regido de
0sso timpanico. Foi feito debridamento local com enxerto
de pele retroauricular homoéloga. O material foi encaminha-
do para exame.

O material retirado foi fixado em formol a 10% e pro-
cessado pelas técnicas habituais com inclusdo em parafina,
sendo submetido a sec¢gdes em micrétomo rotativo, obten-
do-se cortes de 3 mm de espessura para 0S exames
histoldgicos e imunohistoquimicos. Os cortes foram subme-
tidos a coloracdo de hematoxilina-eosina para o estudo
histoldgico. Cortes ndo-corados e em laminas previamente
imersas no adesivo organosilano foram submetidos a técni-
ca imunohistoquimica através da imunoperoxidase em pro-
cedimento de 3 etapas, com amplificacdo pelo sistema
avidina-biotina-peroxidase, sem tripsinizacdo prévia. Os
anticorpos monoclonais utilizados foram o anti-Ki-67 clone

Figura 1. Estudo tomografico da orelha direita onde se nota grande
eroséo difusa do meato acustico externo.

T = ._-'i_ 5 r\‘
Figura 2. Estudo tomogréfico da orelha esquerda onde também se
nota grande erosdo difusa do meato acustico externo.
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Figura 3. Epitélio de fragmento de colesteatoma de meato acustico
externo, onde se evidencia hiperploriferacdo de camada basal for-
mando cone epitelial. A perimatriz ndo se encontra presente neste
corte histolégico. (HE X 600)

camadas suprabasais do epitélio do colesteatoma do meato acUsti-
co externo.(IH X 400)
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Figura 3a. Corte de fragmento de colesteatoma da orelha média
mostrando matriz com intensa hiperplasia da camada basal, forman-
do amplos cones epiteliais que invadem a perimatriz. Nota-se tam-
bém acantose e lamelas de queratina. Na perimatriz h4 um denso
infiltrado inflamatério linfo-histiocitario. (HE X 100).
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Figura 4a. Reagdo ao anticorpo anti-CK16 fortemente positiva nas
camadas suprabasais da matriz de colesteatoma da orelha média.

Nota-se acantose e hiperplasia da camada basal da matriz, forman-
do amplos cones epiteliais que invadem a perimatriz. (IH X200)
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Figura 5. Reagdo ao antigeno KI-67 fortemente positiva nos nlcleos das
células da camada basal do epitélio co colesteatoma do meato acustico
externo estendendo-se para a camada suprabasal. (IH X 600).
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Figura 5a. Reacdo ao antigeno KI-67 intensamente positiva nos nu-
cleos das células da camada basal do epitélio do colesteatoma da

orelha média, estendendo-se para a camada suprabasal. (IH X 400)
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Ki-S5 (Dako, Dinamarca) e keratin 16 (hyperproliferation-
related keratin) Ab-1 clone LL025 (Neomarkers, EUA).

RESULTADOS

Os resultados histolégicos e imuno-histoquimicos fo-
ram comparados com cortes prévios feitos em fragmentos
de colesteatomas adquiridos da orelha média®.

Em relagdo ao estudo histoldgico, foi observada a
presenga de epitélio pavimentoso estratificado queratini-
zado, com areas de acantose e hiperplasia da camada basal,
formando cones epiteliais (Figura 3), semelhantes aos en-
contrados no colesteatoma adquirido da orelha média (Fi-
gura 3a).

Quanto aos achados imunohistoquimicos, o
anticorpo anti-citoqueratina 16 reagiu fortemente com as
células das camadas suprabasais da matriz do colesteato-
ma do meato acustico externo, do mesmo modo como o
observado no colesteatoma da orelha média. (Figura 4,
Figura 4a). Ja em relacdo ao antigeno nuclear Ki-67, este
foi demonstrado em quase todas as células basais da ma-
triz, e também em vaérias células das camadas suprabasais,
denotando aumento de proliferacdo dos queratindcitos,
idéntico ao que ocorre no colesteatoma adquirido da ore-
lha média (Figura 5, Figura 5a).

DISCUSSAO

Classicamente, a maioria dos autores admite que a
etiologia do colesteatoma do meato acustico externo pode
advir de estenose adquirida (cirdrgica ou acidental), ou mes-
mo congénita, com retencdo de descamacao epitelial que,
sob presséo ou infectada, causaria erosdo do meato, perfu-
racdo da membrana e migracdo para a orelha média. Quan-
do localizada, pode ser relatada como otite externa
necrosante benigna e sua etiologia relacionada com as ca-
racteristicas vasculares deficitarias do osso timpanico. Cre-
mos que o verdadeiro colesteatoma do meato acustico ex-
terno, o espontaneo, apresenta caracteristicas erosivas pela
presenga de fatores biomoleculares préprios, iguais aos do
colesteatoma da orelha média. Assim, a epiderme do meato
acustico externo, em condi¢es normais, ndo expressa a
citoqueratina 16, exceto na regido inferior e justatimpanica,
ou nas células epiteliais dos foliculos pilosos. Em relagéo ao
Ki-67, ele aparece em menos de 1% das células da camada
basal desta regido da orelha externa. Porém, o colesteatoma
do meato acuUstico externo apresenta caracteristicas
imunohistoquimicas bem diversas daquelas apresentadas pela
epiderme normal que recobre esta estrutura, e assemelha-
se muito as caracteristicas do colesteatoma adquirido da orelha
média, ou seja, € constituido por um epitélio hiperprolifera-
tivo. Em relacdo a histologia, a presenca de acantose,
hiperplasia da camada basal e formacéo de cones epiteliais
também demonstra a semelhanga desta doenga com o co-

lesteatoma da orelha média.Quanto a imuno-histoquimica,
apresenta intensa expressdo ao anticorpo anti-CK16 e Kl-
67, tipicas de epitélios hiperproliferativos, também idéntica
a encontrada no colesteatoma da orelha média. Cremos tam-
bém que a otite externa necrosante benigna seja apenas
um tipo mais localizado do colesteatoma do MAE. Possivel-
mente, este potencial hiperproliferativo seja desencadeado
pela interacdo da citoqueratina 16 de suas células com
citocinas presentes em reac@es inflamatérias sub-epiteliais,
que funcionariam como um gatilho para que este compor-
tamento fosse deflagrado. Novos estudos imunohistoquimicos
devem ser realizados para diferenciar e classificar adequa-
damente todas as doencas da epiderme do meato acustico
externo.

CONCLUSAO

O epitélio do colesteatoma do meato acustico exter-
no apresenta as mesmas caracteristicas histologicas (cones
epiteliais) e imunohistoquimicas que as do colesteatoma
adquirido da orelha média, com a presenca da CK16, e do
antigeno nuclear Ki-67 nas camadas suprabasais, tipicos de
epitélios hiperproliferativos.
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