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Resumo

Introducio: Virios estudos envolvendo métodos imunohistoquimicos para avaliacao da epiderme do meato acustico
externo ja foram realizados com os mais diversos objetivos. Por meio deste método € possivel avaliar
a expressao de varios antigenos como as citoqueratinas, citocinas, marcadores de hiperproliferacao
entre outros.

Objetivo: Revisar, descrever e analisar o conhecimento gerado pelos trabalhos identificiveis na literatura mundial
sobre os padroes imunohistoquimicos da epiderme do meato acustico externo.

Método: O método escolhido para alcancar os objetivos propostos foi a revisao sistemdtica da literatura, de

artigos publicados até o ano de 2007 em periédicos internacionais indexados identificiveis. Varios
antigenos foram pesquisados por meio de métodos imunohistoquimicos dentre os artigos analisados.
Os mais estudados foram as citoqueratinas, Ki-67, beta-catenina, interleucinas e o PCNA.

Comentarios Finais:  Apds a revisao e andlise dos trabalhos incluidos foi possivel concluir que, além da maioria dos tra-
balhos ter utilizado a epiderme do meato acustico externo como amostra controle para estudo
imunohistoquimico do colesteatoma, ha uma concentracio de antigenos de caracteristicas
hiperproliferativas, como a CK16, o Ki-67 e o PCNA no anel fibrocartilagineo e nas regides meatal e
timpanica adjacentes, principalmente nas porcoes mais inferiores.

Palavras-chave: meato acustico externo, imunoistoquimica, queratinas, citocinas, colesteatoma.
SuMMARY
Introduction: Several studies involving immunohistochemical methods to examine external auditory canal epidermis

have been performed for different purposes. Through this method it is possible to examine the expression
of various antigens as cytokeratins, cytokines, hiperproliferation markers among others.

Objective: To review, describe and analyze the knowledge generated by identifiable papers, published worldwide,
about immunohistochemical patterns of the external auditory canal.
Method: The chosen method was the systematic review of the papers published up to 2007 in international

journal. Various antigens were investigated by immunohistochemical methods among the included
papers, and the most studied ones were cytokeratins, Ki-67, beta-catenin, interleukins and PCNA.

Final Comments: After reviewing and analysing the papers, it was possible to conclude that, besides most studies have
used the external auditory canal epidermis as control sample to study the cholesteatoma with
immunohistochemical methods, there is a hyperproliferative-characteristic antigens concentration as
CK16, Ki-67 and PCNA on the annulus tympanicus, on adjacent meatal and tympanic areas, mainly
on more inferior portions.

Key words: external auditory canal, immunohistochemistry, keratins, cytokine, cholesteatoma.
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INTRODUCAO

Indispensavel a pratica da histopatologia moderna,
a tecnologia imunohistoquimica vem se desenvolvendo
de forma consideravel desde sua introducao no inicio da
década de 1940. Este método baseia-se na demonstracio
da reacao antigeno-anticorpo com a possibilidade de sua
identificacao a microscopia optica, o que pode ser feito
por meio da imunofluorescéncia ou por métodos
imunoenzimiticos. Nos ultimos anos, o papel da
imunohistoquimica como método diagndstico tem muda-
do daquele de técnica auxiliar para o de método principal,
o qual pode determinar a melhor abordagem terapéutica
e prognostico.

Virios estudos envolvendo métodos imunohistoqui-
micos para avaliacio da epiderme do meato acustico
externo foram realizados com os mais diversos objetivos.
Por meio da imunohistoquimica, inicialmente utilizada
para diagnostico de tumores, podem ser estudados tam-
bém os mecanismos de migracio epitelial da pele do
meato, a resposta imune local, o padrao de expressao dos
filamentos intermedidrios, a presenca de citocinas e
outros antigenos, avaliacao da eficicia de novas propostas
de tratamento para doengas que acometem o meato,
assim como o colesteatoma, entre outros.

Com o conhecimento aprofundado dos padroes
imunohistoquimicos da epiderme do meato actstico exter-
no, pode haver uma maior compreensao de suas relacoes
coma génese das diversas doencgas que o acometem, como
por exemplo, o colesteatoma, além de contribuir para a
escolha da melhor modalidade de tratamento e estabeleci-
mento do prognodstico para cada doenca.

Uma das teorias mais aceitas para a génese do
colesteatoma ¢ a migracao da epiderme do meato acustico
externo para o interior da cavidade da orelha média por meio
de uma perfuracio na membrana timpanica. Entretanto,
ainda permanecem vdrias dividas entre os autores como,
por exemplo, por que ocorre esta migracao, que normal-
mente tem sentido centripeto na membrana timpanica e
lateral no meato acustico externo, por que acontece somen-
te em algumas pessoas, o que faz o colesteatoma ser mais
ou menos agressivo entre outras dividas. Por estes motivos
fez-se necessario a buscar de um maior entendimento das
caracteristicas imunohistoquimicas da epiderme do meato
acustico externo na tentativa de compreender melhor o que
de diferente acontece neste tecido.

O método escolhido para alcangar os objetivos
propostos foi a revisao sistematica da literatura, importan-
te recurso da medicina baseada em evidéncias que
consiste em uma forma de sintese dos resultados de

Arg. Int. Otorrinolaringol. / Intl. Arch. Otorhinolaryngol.,
Sdo Paulo, v.12, n.2, p. 258-273, 2008.

pesquisas relacionados com um problema ou assunto
especifico.

Para a realizacao da andlise dos estudos envolvendo
os padroes imunohistoquimicos da epiderme do meato
acustico externo, foi realizada uma revisio de todos os
trabalhos identificaveis publicados até o ano de 2007 em
periodicos nacionais e internacionais indexados, sobre os
métodos imunohistoquimicos utilizados para pesquisa em
amostras de pele do meato acustico externo (MAE), os
padrdes imunohistoquimicos da epiderme do meato nor-
mal e aaplicacao destes métodos nas diversas doengas que
o acometem.

Para olevantamento dos estudos, foram utilizadas as
bases de dados eletronicas PubMed (MEDLINE), OVID,
Revisoes Sistematicas da Colaboracao Cochrane (CCTR),
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (LILACS) e Scientific Eletronic Library Online
(SCiELO), além das publicacdes nacionais Revista Brasileira
de Otorrinolaringologia (RBORL) e Arquivos Internacionais
de Otorrinolaringologia (AIO) e do banco de teses da
Coordenacgio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES).

Para a escolha precisa das palavras-chave, foram
analisados os indices remissivos de trés periddicos indexados
na MEDLINE com fator de impacto maior que 1,0, que
continham artigos relacionados ao assunto de estudo deste
estudo. Foram eles: The Laryngoscope (Qualis A; fator de
impacto em 2005: 1,617), com o artigo de Vennix et al
(1996), International Journal of Molecular Medicine (Qualis
A; fator de impacto em 2005: 2,090), com o artigo de Namm
etal (2004) e Microscopy Research and Technique (Qualis
A; fator de impacto em 2005: 2,323), com o artigo de SiriGu
et al (1997). Ap6s a andlise destes artigos, foram selecio-
nados os termos descritores immunohbistochemistry e
external auditory canal, que correspondem a
imunohistoquimica e meato acustico externo respectiva-
mente segundo o MeSH (Medical Subject Headings) e
DeCS (Descritores em Ciéncias da Satde) por serem estes
os que mais tinham relacao com os objetivos da pesquisa
e os que mais identificavam estudos. Para a pesquisa na
Revista Brasileira de Otorrinolaringologia e na Arquivos
Internacionais de Otorrinolaringologia os termos foram
utilizados em portugués (imunohistoquimica e meato acus-
tico externo). Foram usados também para pesquisa de
artigos os termos immaumnocylochemistry, external acustic
meatus além da combinacao de todos os ja citados tendo
sidos encontrados um menor nimero de artigos.

ApO6s esta pesquisa foram também avaliadas as refe-
réncias bibliograficas dos artigos incluidos neste estudo, para
inclusao de estudos que nao foram identificados pela pesqui-
sa nas bases de dados com as palavras-chave escolhidas.
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Os critérios de inclusao desta revisao sistematica
foram:

e Artigos publicados em periddicos indexados
identificaveis na literatura mundial;

¢ Tesesoudissertacoes defendidas identificadas manual-
mente ou por pesquisa em bases de dados;

e Artigos com objetivos direta ou indiretamente relacio-
nados coma avaliacio imunohistoquimica da epiderme
do meato acustico externo normal ou alterado;

e Artigos cujo método imunohistoquimico, bem como os
anticorpos utilizados foram detalhadamente descritos.

Os critérios de exclusao foram:

e Artigos identificados, porém sem relacio direta ou
indireta com a avaliacio imunohistoquimica da epiderme
do meato acustico externo normal ou alterado;

e Artigos cujo método imunohistoquimico bem como os
anticorpos utilizados nao foram descritos em detalhes;

e Artigos sobre doencgas incomuns ao meato acuistico
externo e sem nenhuma relacao com o epitélio;

e Artigos cujos antigenos utilizados nao tiveram relacao
direta com tecido epitelial ou com colesteatoma;

e Artigos publicados em idiomas de dificil traducio (japo-
nés, chinés, alemao).

Entre os artigos incluidos no estudo, estes foram

divididos e analisados por assunto:

¢ Estudos exclusivamente sobre o meato acustico exter-
no normal;

e Estudos que correlacionama epiderme do meato acus-
tico externo com o colesteatoma;

e Estudos imunohistoquimicos sobre a epiderme do meato
acustico externo alterado.

O objetivo deste estudo foi o de revisar, descrever
e analisar o conhecimento gerado pelos trabalhos
identificaveis na literatura mundial sobre a imunohisto-
quimica da epiderme do meato acustico externo.

RevisAO DA LITERATURA

Estudos exclusivamente sobre o meato
acustico externo normal

Broekaert, Boepts (1) (1993) realizaram estudo
imunohistoquimico para pesquisa do padrio de expressao
das citoqueratinas 4, 5, 7, 8, 10, 13, 14, 16, 18 e 19 em
fragmentos de pele do meato acustico externo, das por¢coes
epitelial e mucosa da membrana timpanica e da mucosa da
orelha média. Os autores observaram expressao das CK 5 e
14 na camada basal e da CK10 nas camadas suprabasais na
epiderme da membrana timpanica e do MAE. Na regiao do
anel fibrocartilagineo, tanto na membrana timpanica quanto
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na parte 6ssea do MAE foi encontrada expressao da CK19 na
camada basal e da CK16 nas camadas suprabasais. Nas
demais regides do meato houve reacio para CK16 apenas
no epitélio de revestimento dos foliculos pilosos.

LerercQUE et al (2) (1993), analisaram a distribuicao
das citoqueratinas 4, 5, 7, 8, 10, 13, 14, 16, 18, 19 por meio
de imunohistoquimica na epiderme do meato acustico
externo e membrana timpanica. A parte externa da mem-
brana timpanica, composta de epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado, mostrou um padrio seme-
lhante ao da epiderme, com expressao da CK5, CK10 e
CK14. Além disso, uma expressio focal da CK19 foi
observada na regiao inferior do anel fibrocartilagineo, nos
queratinécitos da camada basal. A CK16 foi encontrada e
localizada predominantemente nas camadas suprabasais
da epiderme da regiao da membrana timpanica proxima ao
anel, coma intensidade de coloracao diminuindo gradativa-
mente em direcio umbo. Nas amostras epiteliais removi-
das da porcao cartilaginosa do meato acustico externo,
observou-se também a expressio de CK5, CK10 e CK14,
que sempre encontram-se presentes na epiderme. Nao
houve detec¢io das CK16 e CK19 nesta regiio do meato.
Entretanto, na por¢ao mais proxima do anel fibrocartilagineo,
além das CK tipicas do tecido epitelial encontrou-se
também a expressio das CK16 e CK19, respectivamente
nas camadas suprabasais e basal.

Vennix et al (3) (1996) avaliaram a expressdo das
citoqueratinas nas diversas partes do meato acustico exter-
no com o objetivo de utilizd-la como pardmetro de carac-
terizacao da diferenciacio epitelial. Na parte cartilaginosa
do MAE, todas as células basais foram coradas com os
anticorpos para as citoqueratinas de células basais, CK5 e
CK14. No meato Osseo estas citoqueratinas foram eviden-
ciadas nao s6 na camada basal como também nas camadas
suprabasais na maioria das amostras. Tanto na parte
cartilaginosa quanto na parte 6ssea do MAE e na membrana
timpanica foi observada positividade em todas as células
das camadas suprabasais para o marcador de queratinizacio,
a CK10. Nao houve reac¢io na pele do meato cartilaginoso
com os marcadores celulares associados a proliferacao,
CK6 e CK 16 nem com os anticorpos especificos para
epitélios simples e estratificados, incluindo as CK7, CKS8,
CK17, CK18 e CK19. No meato Osseo foi detectada a
expressio de CK6 em mais de duas camadas de células
suprabasais com envolvimento das células basais em al-
guns locais e de CK16 e CK17 em uma ou duas camadas
suprabasais e basais, respectivamente. A CK19 estava
presente apenas em aglomerados celulares na camada
basal, onde a CK6 nao foi detectada. Na membrana
timpanica, todas as células da camada basal foram coradas
pelos anticorpos contra a CK5 e a CK14. Em todas as
amostras de membrana timpanica, tanto a CK16 quanto a
CK17 apresentaram um padrao de expressio homogéneo
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emuma ou duas camadas celulares suprabasais do anel, da
por¢ao periférica da parte tensa, da parte flicida e da area
do umbo, sendo que na regiao central da parte tensa houve
variacio da expressio desde um padrao focal a um
homogéneo. A CK19 apresentou padrao de expressao
irregular nas células basais na drea do anel fibrocartilagineo,
da parte flacida, da regiao do umbo e da porc¢ao periférica
da parte tensa. Na porcao central da parte tensa, a CK19
apresentou um padrao similar ao da CK16 e da CK17.

Com o intuito de avaliar a migracao epitelial da
epiderme do meato acustico externo, Kakor et al (4)
(1997) analisaram em amostras de pele de membrana
timpanica e de meato acustico externo a expressao do Ki-
67, antigeno nuclear e nucleolar fortemente associado a
proliferacao celular, e do antigeno nuclear de proliferacao
celular (PCNA), antigeno encontrado em células que estao
em divisao. Nao houve diferenca significativa nos padroes
de distribuicao dos ntcleos marcados entre o PCNA e o Ki-
67. Na parte tensa foi demonstrada imunorreatividade para
ambos os antigenos no nucleo das células epidérmicas
tanto proximo ao umbo, em sua maioria nas células basais,
quanto na regiao do anel fibrocartilagineo. Ao contririo do
umbo, nas diferentes dreas do anel houve uma significativa
variacao tanto no ndmero dos nuicleos imunorreativos
quanto nos padroes de distribuicio. Nos quadrantes inferi-
ores da membrana timpanica, nuicleos com positividade
foram mais numerosos e difusos no anel, diminuindo
cranialmente. Na epiderme do MAE foram encontradas
varias c€lulas marcadas, tendo ocorrido em maior quantida-
de na parte inferior da regiao do anel.

Sanjuan et al (5) (2007), com o objetivo de analisar
se as caracteristicas dos queratinocitos da epiderme
retroauricular e do meato acustico externo se mantém
antes e apos sua cultura, pesquisaram por imunohistoqui-
mica a expressao de varias citoqueratinas no epitélio do
meato acustico externo normal, na pele retroauricular e nas
células dessas regioes obtidas por cultura. A epiderme do
MAE mostrou expressao homogénea da CK5 na camada
basal e da CK10 nas camadas suprabasais. Nao foi encon-
trada expressio da CK16 em nenhuma das amostras. As
células obtidas por cultura apresentaram praticamente o
mesmo padrao de expressio das citoqueratinas o que
mostra que as caracteristicas do citoesqueleto dos
queratindcitos da pele do meato e retroauricular apos
cultura sao mantidas.

Estudos que correlacionam a epiderme
do meato acustico externo com o
colesteatoma

Em todos os trabalhos nos quais foi realizada a
andlise imunohistoquimica do epitélio do meato acustico
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externo como controle, a doenca estudada foi o
colesteatoma, tanto de orelha média como de orelha
externa.

TakanastI, NAKANO (6) (1989) pesquisaram a locali-
zac¢ao das células de Langerhans na epiderme do meato
acustico externo, na membrana timpanica e no colesteatoma
de orelha média com o uso de métodos imunohistoquimicos.
Para esta pesquisa foi utilizado o anticorpo anti-S100, que
identifica a proteina S-100, uma proteina presente nas
células derivadas da crista neural que se revelou um
importante marcador das células de Langerhans epidérmicas.
Poucas células foram encontradas dispersas na epiderme
normal do meato acustico externo e da membrana
timpanica, apenas na camada espinhosa. Um numero
consideravelmente maior de células de Langerhans reativas
para proteina S-100 foi identificado nas amostras de
colesteatoma, principalmente nos casos com otorréia. Elas
estavam presentes nado somente na camada espinhosa
como também na regiao subepitelial.

Van Burterswik et al (7) (1989) estudaram por
métodos imunohistoquimicos os padroes de expressio de
citoqueratinas em cinco amostras de epitélio do meato
acustico externo e da orelha média além de sete amostras
de colesteatoma obtidas de pacientes submetidos a cirur-
gia de orelha média. Na epiderme do meato acustico
externo foram encontradas reacodes positivas para CK10
nas camadas suprabasais. Ao contrario das amostras de
colesteatoma, nao foram observados focos de CK 4, 8, 18
e 19.

Broekaert et al (8) (1992) estudaram a expressao
das citoqueratinas 4, 5,7, 8, 10, 13, 14, 16, 18 e 19 por meio
da imunohistoquimica na epiderme do meato acustico
externo, membrana timpanica, mucosa da orelha média e
no epitélio de colesteatomas congénitos e adquiridos.
Todas as amostras apresentram expressao das CK 5 e 14 na
camada basal e da CK 10 nas camadas suprabasais. Na
regiao do anel fibrocartilagineo, bem como na regiao
justatimpinica do MAE, houve expressdo da CK 16 nas
camadas suprabasais e da CK 19 na camada basal sendo
esta ultima mais observada mais inferiormente. O epitélio
do colesteatoma, tanto adquirido quanto o congénito,
apresentou localizacdo semelhante das citoqueratinas,
porém com maior positividade.

SchiunG et al (9) (1992) investigaram por métodos
imunohistoquimicos a distribuicio de duas espécies
moleculares da interleucina 1 (IL-1), a IL-1-ot e a IL-1-3, na
epiderme normal do meato acustico externo, no epitélio
hiperproliferativo do colesteatoma da orelha média e na
pele da regiao retroauricular. AIL-1 é uma citocina que age
como fator de crescimento autécrino para queratindcitos
normais e € capaz de produzir erosio Ossea. Tanto a
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epiderme do meato acustico externo quanto a epiderme
retroauricular mostraram positividade para IL-1-o e IL-1-8
em similar intensidade em todas as camadas da epiderme.
Quando comparada a expressio das IL-1 no epitélio do
MAE e do colesteatoma, observou-se uma intensidade mais
forte de reacdo neste ultimo, em todas as camadas do
epitélio.

Sasaky, HUuanG (10) (1994) examinaram a expressio
das citoqueratinas 13 e 16 no epitélio da pele do meato
acustico externo, da membrana timpanica e do colesteatoma
de orelha média por meio de imunofluorescéncia. Para a
realizacdo da imunohistoquimica foram utilizados dois
anticorpos monoclonais: o anticorpo K8.12 para identificar
ambas as citoqueratinas e o KS-1A3 apenas para a CK13.
Neste estudo, a epiderme do MAE e da membrana timpanica
foram coradas pelo anticorpo K8.12 nas camadas suprabasais
mas nao pelo anticorpo KS-1A3, sugerindo a presenca de
CK16 nesta camada. No colesteatoma foi encontrado o
mesmo padrio nas camadas suprabasais além da expressio
da CK13 na camada basal.

Lee et al (11) (1994) estudaram os padroes de
expressao das citoqueratinas em amostras de pele do
meato acustico externo e de colesteatoma de orelha média
obtidas por cultura de tecidos. Para a avaliacao
imunohistoquimica, as amostras foram avaliadas com o uso
de anticorpos monoclonais para CK4, CK5 + CK8, CK7,
CK8, CK10, CK13, CK14, CK18 e CK19. Os anticorpos
especificos para as citoqueratinas 14 e 19 (presentes
normalmente tanto em epitélios simples quanto em
estratificados) coraram consistentemente e com a mesma
intensidade ambos os tecidos, tendo o primeiro corado as
células das camadas basal e suprabasal e o segundo apenas
as da camada suprabasal. Ja os anticorpos especificos para
as citoqueratinas 4, 10 e 13 (presentes normalmente nas
camadas suprabasais dos epitélios estratificados) coraram
ambos os epitélios com reagdo mais consistente dos dois
primeiros e mais fraca do tltimo.

SchiunG et al (12) (1996), com o objetivo de
esclarecer os mecanismos de proliferacao do epitélio do
colesteatoma, estudaram a expressiao de tenascina e do Ki-
67 em amostras de pele do meato acustico externo e de
colesteatoma de orelha média. A tenascina é uma
glicoproteina adesiva da matriz extracelular expressa em
interacoes epitélio-mesenquimais durante a embriogénese.
Os padroes de coloracio obtidos com os anticorpos
monoclonais contra a tenascina foram correlacionados com
o grau de proliferacao celular, detectado pelo anticorpo
monoclonal MIB-1 (Ki-67). Na epiderme do meato acusti-
co externo houve expressio da tenascina e do MIB-1. Este
altimo apresentou uma reacao mais forte com padrao de
coloragdo quase continuo com a parte superior da derme,
com reacao positiva mais pronunciada nas camadas
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epidérmicas. No colesteatoma uma intensa expressao da
tenascina foi encontrada formando uma banda continua na
juncio epitélio-subepitélio estendendo-se até as regides
mais profundas do tecido conjuntivo subepitelial. A
reatividade ao MIB-1 foi observada nao s6 nas camadas
basal e suprabasal do epitélio do colesteatoma como
também em alguns histiocitos e fibroblastos do estroma.

Bujia et al (13) (1997) examinaram a expressio do
receptor tipo II da Interleucina-1 (IL-1-R-ID) em 10 amos-
tras de pele normal do meato acustico externo e 20 de
colesteatoma de orelha média obtidos durante cirurgia.
Para sua identificacao foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-IL-1-R-IT humano. Na epiderme do meato
acustico externo, o IL-1-R-ITfoi encontrado nos queratinécitos
das camadas basal e suprabasal, com distribui¢io homogeé-
nea. Nas amostras de colesteatoma a localizacao epitelial
do receptor foi similar a da pele do meato, porém com
positividade trés vezes maior. Os autores sugerem que a
presenca da IL-1-a no epitélio do colesteatoma associada
a expressao do IL-1-R-IT indica que existe um sistema de
estimulacio autocrina dos queratinocitos do colesteatoma
pela TL-1.

CHUNG, Yoon (14) (1998) pesquisaram a presenca
de citoqueratinas em cultura de amostras de epitélio
normal do meato acustico externo e de colesteatoma de
orelha média com uso de métodos imunohistoquimicos, e
pesquisaram também a diferenca da producao das IL-1-a,
IL-1-B e IL-8 entre os dois tecidos por meio do método de
ELISA (Enzime-linked Immunosorbent Assay). As 14 amos-
tras de pele de MAE e de colesteatoma utilizadas neste
estudo foram obtidas durante cirurgia de orelha média. Para
pesquisa das citoqueratinas foram usados anticorpos
monoclonais anti-CK (AE1/AE3). Tanto o epitélio do MAE
como o do colesteatoma foram imunorreativos ao AE1/
AE3, mas nio foi especificada a localizaciao das camadas
celulares positivas neste trabalho. Houve uma grande
diferenca na concentracio das IL-1-a, IL-1-f e IL-8 em
todos os cortes. A IL-1-a teve positividade aproximada-
mente 2,5 vezes maior no colesteatoma em relacio a
epiderme do meato acustico externo. A IL-1-f teve
positividade aproximadamente duas vezes maior no
colesteatoma. A IL-8 teve positividade aproximadamente
trés vezes maior no colesteatoma. Os autores sugeriram
que aIL-1-a e a IL-8 presentes no epitélio do colesteatoma
sdo responsaveis pela destruicao dssea causada por essa
doenca, e que certas substancias originadas do tecido de
granulaciao subepitelial podem estimular a producio des-
tas interleucinas pelo colesteatoma.

Kojma et al (15) (1998) utilizaram métodos
imunohistoquimicos para comparar o padrao de prolifera-
¢do e de morte das células apoptoticas da pele do meato
acustico externo e do colesteatoma de orelha média. Um
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sistema de deteccao da apoptose in situ foi utilizado para
detectar o DNA gendmico marcado com digoxigenina nas
células apoptoticas. Células positivas para o PCNA foram
encontradas nas camadas espinhosa e granulosa em todas
as amostras de colesteatoma. Entretanto, nas amostras de
pele do MAE, as células positivas para o PCNA foram
observadas apenas nas camadas basal e suprabasais. Além
disto, a andlise quantitativa demonstrou uma maior taxa de
proliferacdo nas células epiteliais do colesteatoma. As
analises mostraram diferenca estatisticamente significante
no aumento da taxa de proliferacao celular na matriz do
colesteatoma quando comparada com a epiderme do
meato acustico externo. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas no indice apoptotico entre a
pele normal do meato acustico externo e o tecido do
colesteatoma, tendo sido encontradas células apoptoticas
nas camadas basal, espinhosa e granulosa em ambas
regioes.

Tanaka et al (16) (1998), ainda com o objetivo de
comparar a capacidade de proliferacao epidérmica da
epiderme normal do meato acustico externo e do epitélio
do colesteatoma de orelha média, publicaram um estudo
utilizando anticorpos anti-PCNA e investigaram também a
localizacao do RNA mensageiro do fator tranformador do
crescimento alfa (TGF-o) pelo método da hibridizacdo in
situ. Para estimar o efeito do TGF-a na proliferacao
epidérmica, os autores compararam a localizacio deste
fator e do PCNA na mesma amostra. As células positivas
para o PCNA foram encontradas apenas em pequena
quantidade, restritas as camadas basais da epiderme do
meato. Ja no colesteatoma, estas células positivas foram
encontradas nao s6 na camada basal como também nas
camadas suprabasais mais superiores, com uma diferenca
estatisticamente significativa. No que diz respeito ao TGF-
a, sua presenca foi detectada em menor intensidade na
epiderme do meato quando comparada ao colesteatoma,
principalmente nas camadas granulosa e espinhosa. Algu-
mas amostras de colesteatoma apresentaram expressao do
TGF-o em todas as camadas epiteliais.

Kivm, CHunG (17) (1999) pesquisaram a distribuicao
de citoqueratinas e de padroes de ligacao da lecitina em
amostras de pele do meato acustico externo, mucosa da
orelha média e de colesteatomas de MAE induzidos em
gerbils (esquilos da Mongolia), com o objetivo de mostrar
as mudancgas biologicas e morfologicas que ocorrem nos
colesteatomas. Lecitinas sao glicoproteinas de origem no-
imune que tém um importante papel na diferenciacio e
maturacao celular, podendo aglutinar células e precipitar
glicoconjugados. Para identificacio das citoqueratinas, fo-
ram utilizados anticorpos anti-citoqueratina 4, 8, 10, 13, 17,
18, 19 e 0 K8.12 (anti-citoqueratina 13 e 16). Para identi-
ficacao dos padroes de ligacao da lecitina, foram usadas as
lecitinas concanavalina A (ConA), aglutinina do germe do
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trigo (WGA), aglutinina de Ricinus communis (RCA),
aglutinina de soja (SBA), aglutinina de Dolichos biflorus
(DBA), aglutinina de Ulex europaeus (UEA) e aglutinina do
amendoim (PNA). Quanto as citoqueratinas, as cé€lulas
epidérmicas do MAE foram coradas positivamente apenas
para CK4, CK10 e CK13/CK16 na camada suprabasal. A
distribui¢ao das citoqueratinas no colesteatoma do meato
foisimilar aquela na epiderme do meato acustico externo,
mas diferente da distribui¢cio na mucosa da orelha média.
Quanto aos padroes de ligacao das lecitinas, as células da
epiderme do MAE foram coradas em todas as camadas
fortemente com ConA e WGA e fracamente com RCA e
DBA. A SBA corou fracamente a camada cérnea e as
lecitinas UEA e PNA coraram as camadas suprabasais da
mesma forma. No colesteatoma houve algumas diferencas.
UEA e PNA coraram as células basais e RCA e DBA, este
altimo mais raramente, coraram apenas as células
suprabasais. Os autores sugerem com este estudo que o
colesteatoma de MAE pode se originar da pele do meato
acustico externo e que o seu epitélio tem uma natureza
biolégica diferente daquela das células epiteliais normais,
principalmente na camada basal.

Tomira (18) (2000), em sua tese de doutorado,
estudou a relacdo entre o p53 (supressor tumoral), bax
(proteina que promove a morte celular) e bel-2 (inibidor da
apoptose), além da expressao do PCNA, em 19 amostras
de colesteatoma e 5 amostras de epiderme de meato
acustico externo e pele retroauricular com a utilizacao de
métodos imunohistoquimicos. A andlise dos resultados
mostrou positividade para o p53 na camada basal e,
raramente, na camada espinhosa nos fragmentos da matriz
do colesteatoma. O PCNA foi encontrado nas camadas
basal, espinhosa e granulosa. A proteina bax foi detectada
nas camadas espinhosa e granulosa, porém a proteina bel-
2 nao foi expressa pelos queratindcitos da matriz do
colesteatoma. Na epiderme do MAE e pele retroauricular o
PCNA foi detectado em algumas células da camada basal e,
raramente, em alguns queratinocitos da camada espinhosa.
Nao foi observada reatividade para o p53 e bcl-2. A
proteina bax foi observada em algumas células da camada
espinhosa. A diferenca entre o colesteatoma e a epiderme
do meato acustico externo so6 foi estatisticamente significa-
tiva em relacio ao p53, que mostrou-se elevado nos
fragmentos de colesteatoma. Em relacio ao PCNA nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre a ma-
triz do colesteatoma e a epiderme do meato acustico
externo.

Bavaziretal (19) (2001) investigaram a presenca da
proteina P27 em 18 amostras de pele do meato acustico
externo e 15 amostras de colesteatoma de orelha média
para verificar sua relacdo com o estado hiperproliferativo
que acompanha esta doenca. As proteinas quinases inibidoras
dependentes da ciclina, como por exemplo a P27, tém a
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propriedade de impedir o ciclo celular, agindo como um
gene supressor tumoral ao regular a passagem da fase G1
para a fase S da divisao celular. Para esta investigacao, as
amostras foram avaliadas com anticorpos monoclonais para
P27 (M 7203). Foi demonstrada a presenca da P27 apenas
na camada granulosa em 50% das amostras de pele do MAE
e em 13,3% das amostras de colesteatoma. Os autores
concluem com este estudo que a perda do controle do ciclo
celular no colesteatoma, demonstrada pela diminuicao da
expressao da P27, pode estar relacionada ao estado
hiperproliferativo desta doenga.

Apamczyk et al (20) (2003) analisaram por meio de
métodos imunohistoquimicos a presenca de marcadores
de proliferacao tecidual em sete amostras de pele normal
de meato acustico externo e 15 amostras de colesteatoma
de meato obtidas durante cirurgia de orelha média, com o
objetivo de analisar o seu comportamento biol6gico. Para
esta pesquisa, foram utilizados anticorpos monoclonais
contra partes recombinantes do Ki-67 (MIB 1), contra o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e
contra o TGF-a.. Nas amostras de pele de meato acustico
externo normal, foi demonstrada reacao positiva para o
anticorpo monoclonal MIB 1, principalmente nos querati-
nocitos da camada basal. As amostras de colesteatoma do
meato acustico externo também apresentaram rea¢io
positiva para este anticorpo, porém de forma heterogénea,
demonstrando que na mesma amostra hd dreas com
padroes de proliferacao epitelial diferentes. Houve reacao
nos queratinocitos da camada basal da epiderme do MAE
tanto para o EGFR, na membrana plasmatica, quanto para
o TGF-a, no citoplasma. Nas amostras de colesteatoma a
expressao destes antigenos foi observada nas camadas
basal e suprabasais, com uma coloracao mais forte do que
nas amostras de pele do MAE normal. Os autores sugerem
com estes resultados que, assim como no colesteatoma de
orelha média, um processo inflamatério cronico ocorre no
colesteatoma de meato acustico externo e este estimulo
inflamatorio pode alterar a proliferacao dos queratinocitos.

Nam et al (21) (2003) avaliaram a expressao de beta-
catenina em amostras de pele normal de meato acustico
externo e de colesteatoma de meato acustico externo. O
complexo e-caderina beta-catenina participa da modulagao
das juncoes de adesio intercelular, cujos desarranjos e
reformulacoes sio essenciais para o mecanismo de migracao
epitelial da pele do meato acustico externo, contribuindo
para a sua integridade. Foi identificada imunorreatividade
para beta-catenina em todas as camadas epiteliais na pele
normal do meato acustico externo enquanto no colesteatoma
de meato acustico externo houve positividade apenas na
camada basal da matriz do colesteatoma.

Nam et al (22) (2004) analisaram a integridade da
estrutura tecidual com a caracteriza¢iao do equilibrio entre
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metaloproteinases da matriz (MMP-2 e MMP-9) e a beta-
catenina em amostras de pele de meato acustico externo
normal e de colesteatoma de meato acustico externo. As
metaloproteinases da matriz funcionam como um aparato
destrutivo 6sseo na matriz extracelular do colesteatoma,
promovendo uma remodelaciao dos tecidos adjacentes.
Nas amostras de pele normal do MAE a beta-catenina
apresentou uma padrio de marcacio homogéneo, com
expressao em todas as camadas celulares deste epitélio.
Em todas as amostras de colesteatoma de meato acustico
externo foi observada expressio de beta-catenina nas
membranas celulares, principalmente na camada basal. Os
debris de queratina nao mostraram expressao deste antigeno.
Foi detectada a expressao das metaloproteinases MMP-2 e
MMP-9 nas camadas basal e suprabasal tanto nas amostras
de pele normal do meato acustico externo quanto nas de
colesteatoma de meato, com reacio mais forte nestas
ultimas.

Raynov et al (23) (2005) estudaram os padroes de
expressao de Ki-67 para compard-los em amostras de pele
do meato acustico externo, pele retroauricular e em
amostras de colesteatoma de orelha média. Foram utiliza-
dos anticorpos monoclonais MIB-1 contra Ki-67 e a andlise
foi feita por imunofluorescéncia. Na epiderme do MAE, a
positividade nuclear ficou restrita as células da camada
basal do epitélio escamoso. Escassa positividade foi obser-
vada também na camada epitelial basal da pele
retroauricular. Foi demonstrada forte positividade nuclear
para o MIB-1 nas camadas basais e suprabasais do
colesteatoma. Com este estudo os autores sugerem que a
utilizacao do anticorpo recombinante MIB-1 no diagndstico
histopatologico do colesteatoma de orelha média pode ser
uma ferramenta confiavel e de baixo custo para avaliacao
da sua capacidade de proliferacio celular.

Hwang et al (24) (2006) avaliaram pela primeira vez
a expressao do receptor gama ativado por proliferador da
peroxissoma (PPAR gama) e de Ki-67. A pesquisa foi
realizada por meio de métodos imunohistoquimicos e por
reacio em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
(RT-PCR). Os PPAR gama pertencem a uma subfamilia de
receptores nucleares de hormonios que estao relacionados
com a limitacao da proliferacio e com a promocao da
diferenciacao de varios tipos celulares malignos e benig-
nos. A proteina PPAR gama foi expressa no nucleo das
células principalmente das camadas granulosa e espinhosa,
tendo ocorrido de forma escassa nas amostras de pele do
MAE e mais fortemente na amostras de colesteatoma.
Houve expressio do Ki-67 no ntcleo das células das
camadas basal e suprabasal tanto na pele do meato actstico
externo quanto no epitélio do colesteatoma, porém com
maior positividade neste ultimo. Com este estudo, os
autores concluem que o PPAR gama pode ter um impor-
tante papel na patogénese do colesteatoma, demonstran-
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do que suas células epiteliais retém a capacidade de
diferenciacio e que a elevada expressio do Ki-67 reflete
o estado hiperproliferativo do colesteatoma.

Nam et al (25) (2006) investigaram pela primeira
vez a expressao da proteina SI00A1 em amostras de pele
normal de meato acustico externo e de colesteatoma de
meato acustico externo obtidas de 17 pacientes. O aumen-
to da expressao desta proteina em diferentes tecidos esta
relacionado com a hiperplasia. Na epiderme normal do
MAE foi observada a expressiao da proteina S100A1 na
camada basal do epitélio, predominantemente no citoplas-
ma das células, com gradual diminuigao da positividade em
direcao as camadas mais superficiais. No colesteatoma do
meato acustico externo houve expressio mais homogénea
da proteina SI00A1 que foi detectada em todas as camadas
epiteliais.

Estudos imunohistoquimicos sobre a
epiderme do meato acustico externo
alterado

Kamiva et al (26) (1999) relataram um caso de
carcinoma de células escamosas pigmentado com coloni-
zacdo de melandcitos dendriticos de meato acistico exter-
no que foi diagnosticado por métodos imunohistoquimicos.
Este tipo de carcinoma € uma neoplasia rara cuja localiza-
c¢o ja foi descrita nas tonsilas, mucosa oral e cornea. Para
esta avaliacao foram utilizados anticorpos contra
citoqueratina (AE1/AE3), vimentina, proteina S100, HMB-
45 (antigeno citoplasmatico relacionado ao melanossoma)
e CD-68 (clone Ki-M1P). Houve positividade apenas para
citoqueratina nas células tumorais e para proteina S100 e
HMB-45 nas células dendriticas pigmentadas.

Konshr et al (27) (2003) relataram um caso de
ceratose seborréica irritativa de meato acustico externo,
doenca que usualmente ocorre nesta regido, e realizaram
andlise imunohistoquimica da amostra obtida por biopsia
para pesquisa dos antigenos Ki-67 e p53, ja que esta lesdo
pode mimetizar histologicamente um carcinoma de células
escamosas. Foi pesquisada também a presenca do papiloma
virus humano (HPV) nas amostras. Foram utilizados
anticorpos contra oncoproteina p53 (DO-7), Ki-67 (MM1)
e anticorpos policlonais contra antigenos estruturais espe-
cificos para genes do papilomavirus. Reatividade tanto
para p53 quanto para Ki-67 foi evidenciada no ntcleo das
c€lulas da regiao parabasal. Nao foram encontrados antigenos
do HPV nas amostras estudadas.

Rsero et al (28) (2004) realizaram um estudo
comparativo da expressao da CK16 e do Ki-67 por méto-
dos imunohistoquimicos em amostras de colesteatoma de
meato acustico externo com amostras de colesteatoma de
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orelha média ja analisadas previamente. A imunoexpressiao
destes antigenos foi similar entre as amostras estudadas. A
CK16 foi observada com forte reacio nas camadas
suprabasais da matriz do colesteatoma, tanto da orelha
média quanto do MAE. O Ki-67 foi demonstrado em quase
todas as células basais e em varias células das camadas
suprabasais, comportamento idéntico ao das amostras de
colesteatoma de orelha média. Com esse estudo os autores
concluem que o epitélio do colesteatoma do MAE apresen-
ta as mesmas caracteristicas imunohistoquimicas do
colesteatoma adquirido da orelha média, com a presenca
da CK16 e do antigeno nuclear Ki-67 nas camadas
suprabasais, achados tipicos de epitélios hiperproliferativos.

Trompson et al (29) (2004) realizaram um estudo
clinico-patologico de 41 casos de adenoma ceruminoso. As
células ductais das glandulas ceruminosas foram forte e
difusamente reativas para CK7 e fracamente reativas ao
CD117. A maioria das células teve reatividade fraca com
um padrao focal para o antigeno epitelial de membrana
(EMA). As células mioepiteliais basais das glandulas
ceruminosas foram forte e difusamente reativas a proteina
S100 tanto no nicleo quanto no citoplasma, ao anticorpo
para citoqueratinas 5/6 apenas no citoplasma e ao p63
apenas no nucleo. Ki-67 e p53 foram identificados no
nucleo das células das amostras sendo o primeiro de
identificacao mais rara (5% dos nucleos). A CK20 nao foi
observada nas amostras pesquisadas.

Nam et al (30) (2005) estudaram novamente o
colesteatoma de meato acustico externo com o intuito de
analisar a expressao da beta-catenina quando em associa-
cao com o fator transformador do crescimento beta 1 (TGF-
B 1. Para isso, apos a realizacao de cultura de células de
amostras do colesteatoma de MAE obtidas de cinco pacien-
tes, com e sem adicio de TGF-B 1, foi pesquisada a
expressao da beta-catenina com uso do anticorpo
monoclonal anti-beta-catenina humana (C19220). A ex-
pressao da beta-catenina foi observada na membrana das
células do colesteatoma de meato acustico externo que
foram tratadas com TGF-f 1. Nas culturas onde nao foi
utilizado TGF-B 1 nao foi encontrada expressao da beta-
catenina. Nao foi observada diferenca de proliferacao entre
as células tratadas e as nao tratadas.

Sauter etal (31) (2007) pesquisaram a expressao da
beta-catenina e do Ki-67 em culturas de células de
colesteatoma de meato acustico externo como a adicao de
sulindaco sulfona em diferentes concentracoes. O sulindaco
sulfona é uma droga antineoplasica apoptdtica seletiva e
tem sido utilizada de forma promissora para o tratamento
de doencas caracterizadas pelo crescimento tecidual des-
controlado, como o cancer. No epitélio obtido apods a
cultura celular das amostras de colesteatoma do MAE foi
observado que, com o aumento do tempo de exposicdo ao

265



sulindaco sulfona, a positividade tanto para beta-catenina
quanto para Ki-67 diminuiu. Ou seja, segundo os autores,
ha uma diminuicao da tanto integridade tecidual, pela
diminuicao da adesividade intercelular promovida pela
beta-catenina, quanto do indice de proliferacio celular,
sugerido pela diminuicao do Ki-67.

DiscussAo

A tecnologia dos métodos imunohistoquimicos se
desenvolveu de forma consideravel desde sua introducio,
no inicio da década de 1940. Atualmente, a
imunohistoquimica tem se mostrado um método eficiente
para diagndstico e prognostico de varias afeccoes que
acometem os mais diversos 6rgaos e tecidos, incluindo a
epiderme do meato acustico externo. Existem outros
métodos que podem ser utilizados para pesquisa de
antigenos epiteliais como ELISA, PCR (Reacao em Cadeia
da Polimerase) e hibridizacdo in situ, porém a
imunohistoquimica foi escolhida devido a este ser o méto-
do mais eficaz para definira localizacao exata dos antigenos
nos tecidos, como pode ser comprovado por inimeras
publicacoes em periddicos de alto impacto.

Ap6s a busca nas bases de dados eletrdnicas com a
combinacao das palavras-chave escolhidas
immunobistochemistry e external auditory canal (Qua-
dro 1) e seus correspondentes em portugués (Quadro 2),
foram identificados um total de 142 artigos.

Virios antigenos foram pesquisados por meio de
métodos imunohistoquimicos dentre os artigos analisados.
Os mais estudados foram as citoqueratinas (CK), Ki-67,
beta-catenina, interleucinas e o PCNA.

Dentre todos os artigos incluidos neste estudo,
poucos foram publicados com objetivo Gnico de analisar
por imunohistoquimica a epiderme do meato acustico
externo normal. Em sua maioria, os estudos que pesquisaram
o MAE normal, o utilizaram apenas como amostra controle
para avaliacao da imunoexpressio de antigenos no
colesteatoma, seja ele de orelha média ou externa (Tabela
1. Quanto aos desenhos dos estudos, a maioria dos artigos
incluidos foram estudos transversais com uma menor
quantidade de pesquisas experimentais (Tabela 2). Nos
seis artigos exclusivamente sobre pele do MAE normal
foram analisadas a expressao do Ki-67, vimentina, PCNA,
IgA, 1gG, IgM e varias citoqueratinas.

Alguns autores publicaram mais de um trabalho em
areas especificas deste tema. O autor que mais publicou
artigos foi Naim, R, com sete artigos sobre andlise
imunohistoquimica do colesteatoma de meato acustico
externo (Quadro 3).
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Quadro |: Artigos identificados apds busca nas bases de
dados eletrénicas com palavras-chave em inglés.

IMH EAC IMH + EAC
PubMed (Medline) 405.268 4148 91
OVID 205.509 1565 48
CCTR 808 37 0
LILACS 945 73 0
SciELO 290 |5 0

Legenda: PubMed: base de dados para pesquisa da Medline;
Medline: Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online; Ovid: Ovid Technologies; IMH: immunohistochemistry;
EAC: external auditory canal; CCTR: Revisoes Sistemdticas da
Colaboraciao Chocrane; LILACS: Literatura Latino-Americana
e do Caribe em Ciéncias da Saude Literatura Internacional das
Américas ¢ do Caribe; SciELO: Scientific Eletronic Library
Online.

Quadro 2: Artigos identificados apds busca nas bases de
dados eletrénicas com palavras-chave em portugués.

IMH MAE IMH + MAE
RBORL 33 86 3
AIO 6 40 0
CAPES 1273 53 0

Legenda: IMH: imunohistoquimica; MAE: meato acustico
externo; RBORL: Revista Brasileira de Otorrinolaringologia;
AIO: Arquivos Internacionais em Otorrinolaringologia; CA-
PES: Banco de Teses da Coordenacio de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior.

Tabela |I. Artigos sobre a epiderme do meato acustico
externonormal.

Numero %

de artigos
Exclusivos sobre a epiderme do MAE 6 17,65
Epiderme do MAE como controle 28 82,35
Total 34 100,00

Tabela 2. Tipos de desenhos de estudo aplicados nas
pesquisas incluidas.

Desenho do estudo Ndmero de %
estudos incluidos
Estudotransversal 36 83,72
Pesquisa experimental 5 1,63
Relato de caso 2 4,65
Total 43 100,00

As citoqueratinas foram de longe os antigenos mais
pesquisados nos estudos incluidos (Quadros 4 e 5). As
citoqueratinas, um complexo de 20 polipeptideos, sao
filamentos intermediarios que compdem o citoesqueleto
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Quadro 3. Autores que mais publicaram artigos sobre analise imunohistoquimica do meato acuUstico externo normal e

alterado e o impacto dos periédicos internacionais.

Autor Nede Desenho Qualis Origemdas Antjgenos
artigos dos estudos Internacional amostras
do periddico
Naim, R 7* Estudostranversais (6) Qualis A (4 artigos) Pele do MAE e CK, beta-catenina,
Pesquisaexperimental (1) Qualis B (2 artigos) Colesteatoma de MAE MMP-2, MMP-9,
Qualis C (I artigo) SIO00AI, c-met,
caspase 3, fas, fatores
angiogénicos, HSF/SF
Broekaert, D 3¢ Estudos tranversais (2) Qualis B (1 artigo) Pele do MAE CK
Pesquisaexperimental (1)  Qualis C (2 artigos) Colesteatomade
orelhamédia
Bujia, | 3% Estudostranversais Qualis B (1 artigo) Pele do MAE IL-1-R-Il,
Qualis C (2 artigos) Colesteatomade oncogene c-myc,
orelhamédia IL-1-ocelL-1-B
Chung, W 28 Estudostranversais QualisB Pele do MAE IL-1-a, IL-1-B,1L-8,
Colesteatomade CKelecitinas
orelhamédia
Lepercque, S 28 Estudo tranversal (1) QualisC CK
Pesquisa experimental (1)
Kojima, H 21 Estudostranversais QualisA Pele do MAE PCNA, TGF-a
Tanaka, Y Colesteatomade
orelhamédia
Raynov, AM 2 Estudos tranversais QualisB Pele do MAE e retroauricular Ki-67, EGR, PGR
Colesteatomade
orelhamédia
Schilling, vV 2 Estudos tranversais Qualis B Pele do MAE IL-1-o, IL-1-B,
Colesteatomade tenascina
orelhamédia

Legenda: CK: Citoqueratina; MMP: Metaloproteinase da matriz; HSF/SF: Fator de crescimento do hepatocito; IL-1-R-II: Receptor
tipo II da Interleucina 1; IL: Interleucina; PCNA: Antigeno nuclear de proliferacdo nuclear; TGF-a: Fator tranformador do
crescimento alfa; EGR: Receptor do estrogénio; PGR: Receptor da progesterona.

# Seis artigos como autor € um Como Co-autor.
¢ Dois artigos como autor € um como Co-autor.

* Um artigo como autor e dois outros artigos como co-autor.

§ Um artigo como autor € outro como co-autor.

q Cada um desses dois autores publicou um artigo tendo o outro com co-autor, junto a outros co-autores.

das células epiteliais. Estes filamentos sao divididos de
acordo com seu peso molecular e seu ponto isoelétrico em
duas subfamilias: as basicas e as dcidas. Elas sao distribuidas
geralmente aos pares em certas combinagoes dependendo
do tipo de epitélio (simples, estratificado ou epitélio
transicional), do potencial e do estado relativo de diferen-
ciagao dos queratindcitos, da capacidade proliferativa, bem
como a localizacao e as condi¢oes ambientais de cresci-
mento. Por exemplo, a CK16 é encontrada em tecidos em
estagio de hiperproliferacao, como em areas cicatriciais, na
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epiderme normal em zonas submetidas a pressao e atrito
(planta dos pés, polpa digital e calcanhar) e no epitélio de
revestimento dos foliculos pilosos, em doencas epidérmicas
hiperproliferativas benignas como verruga vulgar, psoriase,
queratose actinica e dermatite seborréica e em doencas
malignas como o carcinoma espinocelular (Riseiro, 2004).

As citoqueratinas, apesar de serem as mais freqtien-

temente estudadas, foram pesquisadas exclusivamente na
epiderme do meato acustico externo normal apenas por
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Quadro 4. Citoqueratinas pesquisadas exclusivamente na epiderme do meato

acustico externo normal.

Ano Autor CK pesquisadas

1993 BROEKAERT, BOEDTS 4,5,7,8,10,13,14,16,18e 19
1993 LEPERCQUE et al 4,5,7,8,10,13, 14,16, 18e 19
1996 VENNIX et al 56,7,8, 10,13, 14,16,17,18¢ 19
2007 SANJUAN et al 5 10,16, 17e 19

Quadro 5. Citoqueratinas pesquisadas na epiderme do meato acUstico externo

normal em relacao ao colesteatoma.

Ano Autor CKpesquisadas

1989 VAN BLITTERSWIK et al 4,8,10,18e 19

1992 BROEKAERT et al 4,5/7,8,10,13, 14,16, 18¢e 19
1994 SASAKI, HUANG 13el6

1994 LEEetal 4,5,7,8,10,13,14,18¢e 19
1998 CHUNG, YOON Inespecifica

1999 KiM, CHUNG 4,8,10,13,16,17,18¢e 19

Porgio contilaginosa Porglo ésson

Cadela ossicular

Meato acistico extemo

Membrana timpanica

* CKS, CK10 e CK14

Anel Eibrocartilagineo

Figura 1. Distribuicaio das CK5, CK10 e CK14 no meato
acustico externo - Baseada nos artigos de BrROEkaErT, BOEDTS
(1993), LepErcQUE et al (1993) e Vennix et al (1996).

BrOEKAERT, BOEDTS (1993), LEPERCQUE et al (1993), VENNIX et
al (1996) e Sanjuan et al (2007), ao contririo dos outros
autores que as pesquisaram em doencas das orelhas média
e externa, utilizando a epiderme do meato apenas como
controle. BROEKAERT, BOEDTS (1993), LEPERCQUE et al (1993)
e Vennix et al (1996) pesquisaram a distribuicao das
citoqueratinas nas diversas partes do meato acustico exter-
no e na parte externa da membrana timpanica, indicando
inclusive em qual camada do epitélio as CK estavam
expressas. Como jd era de se esperar, os trés autores
concordaram que nao hid expressio das CK4 e CK13 em
nenhuma regiio do MAE normal, ji que estas sido
citoqueratinas especificas de epitélios nao-queratinizados.
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Figura 2. Distribuicao das CK5, CK10 e CK14 na membrana
timpanica - Baseada nos artigos de Broekaert, Boepts (1993),
LePERCQUE et al (1993) e Vennix et al (1996).

Nao foram encontradas também expressio das CK de
epitélios simples 7, 8 e 18. Os autores encontraram
expressao das CK5, CK10 e CK14 em todo o meato
incluindo a membrana timpanica, sendo que BROEKAERT,
Boepts (1993) e Vennix et al (1996) especificaram a
localizacio da camada epitelial na qual estas CK foram
encontradas. Assim, a CK10 foi observada em todas as
células das camadas suprabasais e as CK5 e CK14 nas
células da camada basal em todo o meato e membrana
timpanica. Estas citoqueratinas estavam presentes tam-
bém nas camadas suprabasais da por¢ao 6ssea do meato,
do anel fibrocartilagineo, da parte flicida da membrana
timpanica e proximo ao cabo do martelo (Figuras 1 e 2).
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Porgllo cartdagmosa Porglo 6ss00

| Cadeia ossicular

Maato acdstoo extema

' Membrana timpanica

* CK16

Figura 3. Distribuicio da CK16 no meato acustico externo -
Baseada nos artigos de BroekagrT, BoepTs (1993), LEPERCQUE et al
(1993) e Vennix et al (19906).

Apenas VEnnix et al (1996) pesquisaram CK6 e CK17. A
CKaO, tipica de epitélios com caracteristicas proliferativas,
foi encontrada apenas na por¢iao 6ssea do meato, nas
camadas suprabasais e em alguns locais da camada basal.
A CK17 foi encontrada apenas na por¢ao dssea do meato,
em células da camada basal. Segundo os trés autores, a
CK16, também caracteristica de epitélios em estado de
hiperproliferacio, nao foi observada na por¢ao cartilaginosa
do meato, tendo sido expressa na regido mais medial da
por¢ao 6ssea do meato nas células das camadas suprabasais.
Na membrana timpAnica, segundo Vexnix et al (1996), esta
CK esteve presente nas regioes do anel, parte flicida e
cabo do martelo. LeperQUE et al (1993) observaram uma
diminuicao gradual na intensidade de expressao da CK16
em direcao centripeta na membrana. Isto demonstra uma
capacidade proliferativa nas camadas suprabasais da
epiderme das regides proximas ao anel fibrocartilagineo
(Figuras 3 e 4). A CK19 foi encontrada por Broekaert,
Boedts (1993) e LererQUE et al (1993) na regiao inferior do
anulo timpanico e proximo a este na por¢ao Ossea do
meato e por Vennix et al (1996) apenas em alguns
aglomerados celulares nesta regido. E interessante obser-
var que, na pele normal do restante do corpo, nao ha
imunoexpressao de citoqueratinas caracteristicas de
hiperproliferacio celular, como a CK16 e a CK06, a nao ser
em regides sujeitas a atrito e pressiao e no epitélio dos
foliculos pilosos. Sanjuan et al (2007) pesquisaram a ex-
pressao das citoqueratinas 5, 10, 16, 17 e 19 na epiderme
do MAE normal e apds cultura da epiderme. Os autores
observaram que os padroes de expressio destes filamentos
estariam mantidos antes e apos a cultura, corroborando
inclusive as suas localizacoes dentre as camadas epidérmicas
observadas por LepERcQUE et al (1993) e Vennix et al (1996).

As citoqueratinas também foram avaliadas no meato
acustico externo em outros seis estudos citados a seguir,
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Figura 4. Distribuicio da CK16 na membrana timpanica -
Baseada nos artigos de BrRoekagrT, BoepTs (1993), LEPERCQUE et al
(1993) e VennIx et al (19906).

nos quais os autores analisaram a sua expressao no epitélio
do colesteatoma em relacao ao epitélio do meato acistico
externo normal, sendo este Gltimo apenas como amostra
controle. Nestes estudos nao houve especificacao das
regides do meato de onde as amostras foram obtidas, mas
a maioria deles corrobora os achados de BROEKAERT, BOEDTS
(1993), LerErCQUE et al (1993) e Vennix et al (1996), que
parecem ter realizado os principais trabalhos sobre a
expressao e a distribuicio das CK no meato acustico
externo. VaN Burrerswik et al (1989) concordam sobre os
padrdes de expressao das citoqueratinas 10, 4, 8 e 18,
estando somente a primeira positiva no meato. Na pesqui-
sa destes autores, assim como na de K, CHuNG (1999),
somente a CK19 apresentou padrao diferente (ausente),
porém este fato pode ser explicado devido a regiao onde
as amostras foram obtidas. Segundo LepercQUE et al (1993)
e Vennix et al (1996), a CK19 encontra-se expressa na
por¢ao ossea do meato acustico externo mais proxima do
anel fibrocartilagineo, e estes artigos nio explicitaram a
especificacao dolocal de obtencio das amotras. BROEKAERT
et al (1992) também concordam sobre a positividade das
citoqueratinas 5, 10, 14, 16 e 19 e sobre a auséncia das
citoqueratinas 7, 8 e 18 no MAE e membrana timpanica.
Sasaky, HUaNG (1994) também observaram expressiao da
CK16 no meato acustico externo normal. Provavelmente
as amostras foram obtidas de regides mais profundas do
meato, ja que estd bem estabelecido que somente nesta
regiao hd expressiao desta CK no meato. A CK13 nao foi
encontrada no epitélio do meato acustico externo normal
por aqueles autores, o contrario de Leg at al (1994), que
inesperadamente observarama presenca das citoqueratinas
4 e 13 na camada suprabasal do epitélio meatal. Sabe-se
que estas citoqueratinas estao presentes apenas em epitélios
nio-queratinizados. Estes autores encontraram também no
MAE normal, agora sim como € de se esperar, imunoex-
pressio da CK14 na camada basal e suprabasal e as
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citoqueratinas 10 e 19 apenas na camada suprabasal, assim
como no colesteatoma de orelha média. Kim, CHUNG (1999)
pesquisaram a presenca de citoqueratinas em animais. Nos
gerbils pesquisados, expressao das citoqueratinas 10, 13 e
16 foi parecida com aquela observada em amostras de
humanos. Houve diferenca somente na expressao de CK4,
que esteve presente, e de CK19, que nao foi encontrada
possivelmente devido ao local de obtencao da amostra.

No meato acustico externo alterado, as citoqueratinas
foram pesquisadas com positividade em casos de doencas
comuns ao meato, como no carcinoma de células escamosas
(CK - inespecifico), por Kamiva et al (1999), adenoma
ceruminoso (CK7), por Taompson et al (2004) e de
colesteatoma de meato acustico externo (CK16), por
RiseRO et al (2004).

Virios antigenos relacionados a hiperproliferacao
celular foram estudados nos trabalhos incluidos. A maioria
dos estudos demonstra que ha expressao destes antigenos
na epiderme do meato acustico externo normal. Entre os
estudos que continham a informacio do local de obtencao
dasamostras no meato, alguns dos autores concordam que
esses antigenos, assim com as citoqueratinas caracteristicas
de hiperproliferacao, téma sua expressao na porcao ossea
do MAE, mais precisamente nas regioes proximas do anel
fibrocartilagineo, com maior concentrac¢ao inferiormente.
Diante deste fato, € de se questionar se a imunoexpressao
dos marcadores de hiperproliferacio na epiderme da
por¢ao ossea do meato acustico externo, proxima do anel
fibrocartilagineo, poderia estar relacionada a diferenciada
capacidade de neoformacao tecidual que ocorre durante a
embriogénese do MAE. Além disso, questiona-se também
se a manutencao desta capacidade nao poderia ter alguma
relacao com a génese do colesteatoma.

Dentre os marcadores de hiperproliferacio, o mais
estudado foi 0 Ki-67. O marcador Ki-67, antigeno nuclear
e nucleolar fortemente relacionado a proliferacio celular,
foi pesquisado em cinco artigos sobre meato acustico
externo normal e em quatro sobre o meato alterado, como
serd discutido a seguir. Todos os autores encontraram
expressao deste marcador tanto no meato acustico externo
normal como no alterado. Kakor et al (1997) observaram a
presenca do Ki-67 nas células basais da pars flicida e da
parstensa, tanto na regiao do anel quanto proximo ao cabo
do martelo. Ja na epiderme do meato o Ki-67 foi observado
principalmente proximo a regifo anular inferior. Nao s6 no
meato acustico externo, mas também na membrana
timpanica, a expressao deste marcador coincide com
aquela das citoqueratinas 6, 16 e 19 o que sugere ainda
mais a peculiar caracteristica proliferativa destas regioes.
ScHiLLNG et al (1996), Apamczyk et al (2003), Raynov et al
(2005B), Hwang etal (2006) observaram forte positividade
para o Ki-67 na epiderme do MAE, sem no entanto
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especificarema localizacao de obtencao das amostras. Este
marcador também foi pesquisado em casos de doengas do
meato por Konshr et al (2003), em um caso de ceratose
seborréica, por Tuowmpson et al (2004), no adenoma
ceruminoso e por Rigero et al (2004), no colesteatoma de
meato acustico externo. Nestas doencas, de caracteristicas
nitidamente proliferativas, houve positividade em todas as
amostras estudadas. Ainda no colesteatoma do MAE, SAUTER
et al (2007) pesquisaram a expressdao do Ki-67 em amos-
tras antes e apo6s o uso do sulindaco sulfona e observaram
uma diminui¢do da expressao deste marcador conforme
aumentava o tempo de exposicao a droga.

O antigeno nuclear de proliferacio celular (PCNA),
também ligado a estados hiperproliferativos foi estudado
emalgunsartigos. Kakor etal (1997), que pesquisaram este
antigeno juntamente com o Ki-67, encontraram um padrao
semelhante de expressao, tendo o observado predominan-
temente nas camadas basais das regides proximas ao anel
fibrocartilagineo, incluindo a por¢ao dssea do meato. Ha
uma diminui¢ao gradativa de sua expressio na membrana
timpanica em sentido centripeto. Até mesmo este padrao
de expressiao se assemelha aquele da CK16. Kojiva et al
(1998), Tanaka et al (1998) e Tomrra (2000) também
encontraram positividade do PCNA na epiderme do MAE,
sendo que os primeiros observaram sua expressio na
epiderme do meato nas camadas basal e suprabasais, e os
dois tltimos apenas nas camadas basais. Como em nenhum
destes trabalhos houve especificacio do exato local de
onde as amostras foram obtidas, nio € possivel afirmar que
somente a regiao proxima do anel possui positividade para
o PCNA. E de se esperar que realmente estes antigenos
ligados a proliferacio celular estejam presentes em maior
concentracio nas regides mais proximas do anel
fibrocartilagineo, tanto na membrana timpanica quanto no
meato acustico externo, ji que os estudos levam a crer, haja
vista a expressdo do Ki-67e da CK16, que ha de fato um
maior potencial proliferativo na epiderme destas regioes.

Alguns outros antigenos relacionados a
hiperproliferaciao foram estudados na epiderme do meato
acustico externo, porém em apenas um trabalho cada e
sem a descricao do local de obtencao das amostras. Eles
podem corroborar ainda mais a presenca da capacidade
hiperproliferativa da epiderme desta regido. E o caso da
p27 (Bavazir et al, 2001) e do PPAR-gama (Hwang et al,
2006), que foram encontrados expressos na epiderme do
meato acustico externo normal. A proteina S100A1, relaci-
onada a hiperplasia, também foi observada no meato por
Nam et al (2000).

A beta-catenina participa da modulacao das jun-
¢oes de adesao intercelular, cujos desarranjos e
reformulagdes sao essenciais para o mecanismo de migra-
¢ao epitelial da pele do meato acustico externo e para a
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manutencao de sua integridade. Esta proteina faz parte do
sistema de fatores caderina de adesdo intercelular e
também estd diretamente relacionada a prevencio da
apoptose. Normalmente a beta-catenina estd localizada
nas z6nulas de aderéncia celular, porém quando exposta
a diferentes estimulos, pode ocorrer sua translocacao para
o nucleo. Sua dissociacao intranuclear permite uma per-
sistente ativacio de fatores de crescimento e promove
uma diminuicao da integridade celular. Sabe-se que a
diminuicao da expressao da beta-catenina esta direta-
mente relacionada ao aumento da capacidade de invasao
tumoral. Namv et al (2003, 2004B, 2005A) e Sauter et al
(2007) foram os Gnicos autores a pesquisarem a expres-
sao desta proteina. Em duas das pesquisas feitas por Nam
et al (2003, 2004B), a beta-catenina foi analisada em
colesteatomas de meato acustico externo em relacio a
pele do meato normal. Os autores observaram a
imunoexpressao da beta-catenina em todas as camadas
da epiderme do MAE com um padrao homogéneo,
enquanto no colesteatoma do meato acustico externo,
esta proteina foi encontrada apenas na camada basal. Nos
debris de queratina nao foi observada expressao da beta-
catenina. Nam et al (2005A) também observaram um
diminuicio da expressiao da beta-catenina em amostras
de colesteatoma do MAE quando em associacao ao fator
transformador do crescimento beta (TGF-B). A correlacao
entre este antigeno e os outros ja descritos neste trabalho
fica prejudicada devido a nao especificaciao dos locais de
obtencao das amostras. Porém, apos analise dos trabalhos,
nao hd como deixar de notar que, além de ocorrer o
aumento da proliferacio celular no colesteatoma do
meato, como ja anteriormente citado, hd também uma
diminuicao da expressiao da beta-catenina, com conse-
quente interferéncia no processo normal da apoptose e
da adesividade intercelular. Este fato pode estar relacio-
nado com as caracteristicas invasivas do colesteatoma.
Sauter et al (2007) pesquisaram a expressao da beta
catenina em amostras de colesteatoma do MAE antes e
ap6s o uso do sulindaco sulfona. Estes autores observaram
nao s6 sua presencga nestas amostras como também uma
diminui¢ao da sua expressao a medida que aumentava o
tempo de exposicao a droga. Outro antigeno relacionado
a adesao celular também foi pesquisado.

A interleucina 1 (IL-1) é uma citocina que se
encontra expressa na epiderme normal e tem o potencial
de agir como fator autocrino de crescimento de células
epiteliais. Além disso, sabe-se que esta interleucina € o
mais potente fator indutor da erosao 6ssea (ScHiLLING et al,
1992). Scanung et al (1992) e CHunGg, Yoon (1998)
pesquisaram a expressao de duas espécies moleculares da
IL-1 (IL-1-a e IL-1-P) tendo obtido positividade tanto na
epiderme do meato quanto no epitélio do colesteatoma.
Os primeiros as encontraram em todas as camadas da
epiderme do meato acustico externo e do colesteatoma de
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orelha média, com maior positividade no colesteatoma. Ja
o receptor II da IL-1, pesquisado por Bujia et al (1997) foi
encontrado nas camadas basal e suprabasal com distribui-
¢ao homogénea tanto na epiderme do MAE normal quanto
no epitélio do colesteatoma, com positividade trés vezes
maior no ultimo. As metaloproteinases da matriz 2 e 9,
também envolvidas no processo de remodelaciao Ossea,
foram encontradas no meato acustico externo por Nam et
al (2004B). Mais uma vez, em nenhum destes artigos foi
especificada a regiao do meato de onde foram obtidas as
amostras pesquisadas. O mesmo ocorreu com os achados
das pesquisas de de Hotry et al (1995), que pesquisaram
o oncogene c-myc, Tanaka et al (1998) que pesquisaram
a expressao do TGF-a, de Towmrra (2000) que pesquisou a
P53, bax e bel-2 e de Abamczyk et al (2003), que estudaram
0 TGF-a e o receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR). Estes antigenos foram encontrados no MAE, mas
como em outros artigos, sem especificacio quanto ao local
exato de sua expressao no epitélio do meato.

CoMENTARIOS FINAIS

Ap6s a revisdo e andlise proposta neste estudo foi
possivel concluir que:

1. Ha uma concentrac¢io de marcadores de hiperprolife-
racao no anel fibrocartilagineo e nas regides do meato
acustico externo e da membrana timpanica adjacentes,
principalmente nas por¢des mais inferiores.

2. A CK16 é encontrada na epiderme do meato acustico
externo normal apenas em sua parte Ossea e, na
membrana timpanica, sua expressao diminui em senti-
do centripeto.

3. Os marcadores de hiperproliferacio Ki-67 e PCNA
também siao encontrados apenas na parte 6ssea do
meato acustico externo, mesmo local de expressao da
CK16, sendo que, na membrana timpanica, sua expres-
sao diminuino sentido superior.

4. Virios artigos publicados nao tiveram seus dados mais
bem aproveitados e analisados de forma mais
aprofundada pois nio foram especificados os locais
exatos de obten¢ao das amostras pesquisadas, tanto no
meato acustico externo quanto na membrana timpanica.
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