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RESUMO

Introducéo: O colesteatoma da orelha média € uma doenca inflamatéria crénica associada
muitas vezes a destrui¢cao do 0sso temporal. Ha bastante tempo € conhecida a possibilidade de
inducdo de colesteatomas pela introducéo de certos agentes irritantes na orelha média, como
misturas de talco e fibrina ou quinino. O propilenoglicol foi, recentemente, considerado uma
droga eficaz na inducdo experimental do colesteatoma e é bastante usada, atualmente, com
este objetivo. A mitomicina C tem uma agdo antiproliferativa sobre os fibroblastos e apresenta
efeitos de diminuicio do tecido cicatricial apds as cirurgias otorrinolaringologica e
oftalmoldgica. Objetivos: Determinar se a administracdo da mitomicina C poderia evitar que
a exposicao ao propilenoglicol induzisse na orelha média de ratos o colesteatoma e a otite
média. M étodos: O estudo foi experimental controlado e pareado. Vinte e quatro ratos albinos
da linhagem Wistar foram submetidos a um total de trés injecOes intratimpanicas a cada
semana nas suas orelhas direitas (grupo controle) e esquerdas (grupo experimental). A solucdo
injetada na orelha média direita continha 0,2 mL de propilenoglicol a 50%, 0,1 mL de sulfato
de gentamicina (40 mg/mL) e 0,1 mL de soro fisiologico a 0,9%. A solugdo injetada na orelha
média esquerda continha 0,2 mL de propilenoglicol a 50%, 0,1 mL de sulfato de gentamicina
(40 mg/mL) e 0,1 mL de mitomicina C (0,5 mg/mL). Os animais foram mortos apés dez
semanas para exames otomicroscopico e de microscopia de luz. Resultados: Houve diferenca
com significancia estatistica entre os grupos controle e expeaimental, em relacdo ao
espessamento da mucosa (p = 0,004) e a distribuicdo do espessamento da mucosa na bula
timpéanica (p = 0,038). N&o houve diferencas com significancia estatistica entre os grupos
controle e experimental, no que se relaciona a espessura da membrana timpanica (p = 0,371),
a distribuicéo da espessura da membrana timpanica (p = 0,223), a distribuicdo da integridade
da membrana timpanica (p = 0,219), a distribuicdo dos achados otomicroscopicos (p = 0,262),
a presenca do exsudato (p = 0,125), da fibrose (p = 1,000) e do colesteatoma (p = 0,687).
Conclusdo: A mitomicina C intratimpanica néo foi eficaz para impedir na orelha média de

ratos a formagao de colesteatoma e otite média.

Palavras-Chave: Mitomicina C, Colesteatoma, Otite média, Propilenoglicol, Ratos Wistar.
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ABSTRACT

Background: Middle ear cholesteatoma is a chronic inflammatory disease associated often
with destruction of the temporal bone. It has long been known that it is possible to produce
cholesteatoma by introducing certain iritants in the middle ear as talc-fibrin mixtures and
quinine. Propylene glycol has recently been found to be an effective drug for induction of
experimental cholesteatoma and it is used widely with this purpose nowadays. Mitomycin C
has an antiproliferative action on fibroblasts and it has been shown to decrease scar tissue
after otolaryngologic and ophthalmologic surgeries. Objectives. To determine whether the
administration of mitomycin C to rats would prevent propylere glycol exposure from
inducing middle ears cholesteatomas and otitis media. Methods: It was an experimental
controlled paired study. Twenty-four Wistar abino rats underwent a total of three
intratympanic injections at each week in their right (control group) and left (experimental
group) ears. The solution injected in the right ear contained 0.2 mL 50% propylene glycoal, 0.1
mL gentamycin sulfate (40 mg/mL), and 0.1 mL physiologic saline (0.9%). The solution
injected in the left ear contained 0.2 mL 50% propylene glycol, 0.1 mL gentamycin sulfate
(40 mg/mL), and 0.1 mL mitomycin C (0.5 mg/mL). Animals were killed at ten weeks for
otomicroscopic and light microscopic examination. Results: There were dtatigtically
significant differences between control and experimental groups regarding tympanic bulla
mucosal thickness (p = 0.004) and the distribution of tympanic bulla mucosal thickness (p =
0.038). There were not statistically significant differences between control and experimental
groups regarding tympanic membrane thickness (p = 0.371), distribution of tympanic
membrane thickness (p = 0.223), distribution of tympanic membranes integrity (p = 0.219),
distribution of otomicroscopic findings (p = 0.262), presence of exsudate (p = 0.125), fibrosis
(p = 1000), nor cholesteatoma (p = 0.687). Conclusion: Intratympanic mitomycin C was

ineffective in preventing middle ear cholesteatoma and otitis media in rats.

Key Words: Mitomycin C, Cholesteatoma, Otitis media, Propylene Glycol, Rats, Wistar.
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A otite média cronica colesteatomatosa (OM CC) ou colesteatoma é uma doenca que,
segundo Schucknecht, acomete preferencialmente a orelha média e a mastéide em humanos'.
Pode ser congénita em alguns casos porém freglentemente € adquirida, e classifica-se como
priméria ou secundéria’. As verdadeiras causas da formagao do colesteatoma em nivel celular
ainda ndo estdo completamente esclarecidas e, devido as suas capacidades infecciosa e
destrutiva na orelha média e na mastéide, freqlientemente cursa com otorréia associada a
perda auditiva®.

Além desses sintomas, 0 colesteatoma pode ser acompanhado de complicacOes
intratemporais, tais como: mastoidite, paraisia facial periférica, fistula labirintica, labirintite
serosa ou purulenta e petrosite®. A OMCC também pode evoluir, mais raramente, para o
surgimento de complicagfes intracranianas, tails como: meningite, abscessos (que podem ser
extradurais, subdurais, cerebrais e cerebelares), além de tromboflebite do seio sigméide’.

Ao longo dos Ultimos cinqglienta anos, com a introducdo e a disseminagdo da
antibioticoterapia como importante ferramenta no controle das infeccdes da orelha média e o
avanco ha cirurgia otolégica microscopica, tém diminuido proporcionamente as
complicaces j& descritas’. No entanto, o potencia patogénico considerével do colesteatoma
n&o pode ser menosprezado, e 0 Seu tratamento representa sempre um desafio para o cirurgiéo
e um grande 6bice para o paciente. Dessa forma, € sempre valida ainvestigacéo da patogénese
e de possiveis outras formas de tratamento para doenca. Isso € téo verdade que mesmo o
tratamento cirdrgico, atuamente o padréo-ouro, pode apresentar taxas de colesteatomas
residuais e recorrentes’.

E conhecida, ha bastante tempo, a possibilidade e se produzir colesteatoma pela
introducdo de agentes irritantes na orelha média, conforme referiu Riledi’. Assim sendo,
varios pesquisadores Vem estudando a patogénese dos colesteatomas desde as suas primeiras

descricdes, através de estudos clinicos e experimentais’ ™. As teorias que surgiram sobre a
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natureza dos colesteatomas foram, no entanto, sempre insuficientes para responder de forma
inequivoca aos guestionamentos que se fazem sobre a sua etiopatogenia. Uma das perguntas
centrais, por exemplo, é saber por que 0s queratindcitos da pele comegam a penetrar na
cavidade timpanica, a crescer como um colesteatoma e a levar a destruicdo do 0sso
adjacente™®. Tentar resporder a essas indagaces é a missdo dagueles que trabalham na
Otologia e se deparam com esta doenca de complexa natureza molecular e celular em que
consiste o colesteatoma’.

Ainda hoje, as discussdes em torno deste assunto sdo fregientes, ocupando o centro
das atengbes na Otologia, precisamente porque muitas questdes ndo foram até agora
satisfatoriamente esclarecidas. 1sso se pode constatar, facilmente, pela enorme quantidade de
material cientifico publicado que trata desse assunto, e que, naturalmente, tem um viés
direcionado & pesquisa de novas possibilidades de tratamento™>2.

Nos ultimos vinte anos, tem sido introduzida experimentalmente e na prética clinica
a utilizacdo da mitomicina C (MMC), droga que age na diminuicdo da proliferacdo de
fibroblastos, para diversos fins*?. Apesar disso, especificamente em Otorrinolaringologia,
relativamente poucas pesquisas foram realizadas para estudar seus efeitos nesse campo.

As cirurgias otorrinolaringologicas séo realizadas em cavidades pequenas tendo
grande potencial de formagao de sinéquias e adesdes, que podem influenciar negativamente os
seus resultados™>?*, Desta forma, 0 uso da MMC poderia ter eventual utilidade nesses casos.
De todo modo, as propriedades farmacolégicas da MMC permitem inferir uma possivel
capacidade de atuacdo no processo de formacdo do colesteatoma, e que pode ser estudada,
apesar de, até 0 momento, ndo haver relatos do seu uso na literatura mundial no campo das
otites médias crénicas colestestomatosas™?®. A semelhanca de diversas drogas testadas

anteriormente, com o objetivo de reduzir a formagdo de colesteatoma, € preciso elaborar um
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modelo de experimentacdo animal que contemple efetivamente a sua formagéo, bem como
avaliar criteriosamente a atuaco da MMC na sua génese'> 182022,

Neste estudo, pretende-se induzir um processo inflamatério e a formagdo do
colesteatoma na orelha média de animais de experimentacdo, a fim de verificar se a utilizacéo
da MMC pode influenciar seu tamanho e desenvolvimento. A possibilidade da aplicacdo em
humanos em estudos posteriores, caso a droga tenha o potencial de reduzir a formagdo do

colesteatoma, € a intencao subjacente que impulsiona e justifica a realizacdo desta pesquisa.
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2.1 Gera

Analisar os efeitos da mitomicina C no desenvolvimento do colesteatoma e da otite

média em ratos, submetidos a injecdo intratimpanica de propilenoglicol (PG).

2.2 Especificos

Realizar andlise das seguintes alter agdes histopatol dgicas:

zsa presenca de epitélio queratinizado (colesteatoma) na orelha média;
0 tipo e aextensdo da inflamagdo na mucosa da orelha média;

#as alteracbes morfol 6gicas na membrana do timpano;

#sa presenca de exsudato e de fibrose na mucosa naorelha media;

=Determinar as alter acbes otomicroscopicas da orelha média.
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3.1 Otite média cr 6nica colesteatomatosa

3.1.1. Histérico

A primeira descrigdo do colesteatoma relatada na literatura foi realizada por Guichard
Joseph Duverney, anatomista e otologista francés, em 1683, no seu livro Traité de I'organe de
l'ouie (Tratado do 6rgdo da audicdo) (Figura 1)°’. Ele o denominou “estestoma’, e
literalmente dizia o seguinte”®®°;

“La carie de I'os arrive quelque fois aprés ses abces du conduit, qui s ouvrent
derriére I’ oreille, et pour lors on aremarqué qu'il s est fait une fistule au dessus de
I"apophyse mastoide, qui a pénétré dans les sinuosités, et qui a fait tomber em
formes d' écailles les petites feuilles qui les composent. Cette carie est accompagnée
d'une trés mauvaise odeur, et de trés facheux accidents, et elle pénétre trés
facilement dans la caisse par le moyen du conduit... ce qui détruisant toutes les
parties qui y sont enfermées cause une surdité”.

Umatraducéo livre do texto seria:

“A carie do 0sso aparece algumas vezes apds abscessos do conduto (auditivo
externo), os quais se abrem na parte de tras da orelha, e por onde se observa que se
faz uma fistula acima da apofise mastdide e que, penetrando em suas sinuosidades,
arranja-se em forma de escamas de peguenas folhas que as compdem. Essa cérie é
acompanhada por um odor fétido, por sintomas muito importunos, e penetra
facilmente na caixa (do timpano) por meio do conduto (auditivo externo)...,
destruindo ai todas as partes que estdo doentes, causando surdez”.

Apesar de o termo “colesteatoma’ ndo estar presente, todos 0s pontos importantes da
doenca foram mencionados, tais como: perda auditiva, fistula retroauricular, otorréia fétida a
partir do conduto auditivo externo (CAE) e da fistula, além da presenca de |aminas de tecido
colesteatomatoso na mastoide fistulizada.

Em 1829, Cruvellhier denominou o colesteatoma de “tumor perolado”, ou ‘tumeur
perled”, devido s suas caracteristicas macroscopicas™>. Na reaidade, pensava tratar-se de um
tumor avascular originado de céulas do espaco subaracn6ideo™. E interessante notar que, na

descricdo feita por Duverney, ndo € usado o termo “colesteatoma’, que sO seria introduzido
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cerca de 150 anos depois, em 1838, por Johannes Miller, para designar uma afeccéo que ele
acreditava tratar-se de um tumor de colesterina e gordura®.

Obviamente, o termo se revelou inapropriado, pois o0 colesteatoma ndo pode ser
considerado um tumor e ndo tem a sua natureza determinada pela presenca de colesterina,
nem de gordura (chole, de bile; steator, de gordura; e oma de tumor)*°. Schuknecht o
denominou “queratoma’, mas esse termo, ainda que mais apropriado, ndo foi adotado de
forma ampla no meio cientifico®®. Apesar de o termo “colesteatoma’ ser uma denominacdo
inadequada, ele esta firmemente enraizado na literatura e persiste até nossos dias, estando
consagrado pelo uso®*°. Virchow designou de “ colesteatomas primitivos’ aos que atualmente

se conhecem como “ col esteatomas congénitos™®.

TRAILITE

’ORGANE
DE LOUIE.

CONTENANT 1A STRUCTURE,
les Ufages & les . Maladies de tou-
tes les partics de I'Oreille.

FaR M. -
DUVERNEY,
de P Aianemie Royals des Seiengety, Con afeilier
Medecin Ordianire du Koy, £ Profef
Jeny on nazomie ' em Chirurgie au
Fardin Royel des Plantes,
ROUVELLE EDICLON.

ROy Jray forrond

Figura 1. Capa do livro Traité de |'organe
de I'ouie (Tratado do 6rgdo da audicdo), de
Guichard Joseph Duverney, Edicdo de
1731 (Adaptado de Mudry?").
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Uma definicdo cléssica, proposta por Schuknecht, considera que o colesteatoma
consiste em um acumulo de queratina esfoliada na orelha média, na mastéide ou em outras
areas pneumatizadas do 0sso temporal e que as invade a partir do conduto auditivo externo®.
Um outro conceito, mais recente, poderia ser aquele formulado por Bujia, que referiu ser o
colesteatoma uma doenca comum da orelha média (histologicamente composta pela presenca
de uma matriz epitelial e outra de tecido conjuntivo), caracterizada por uma ateracdo da
regulacdo dos queratinécitos e comportamento hiperproliferativo, acompanhados da
destruic&o de ossiculos e do osso temporal.

Na realidade, histologicamente, o colesteatoma € uma estrutura formada por epitélio
escamoso estratificado queratinizado que repousa sobre tecido conjuntivo, contendo fibras
col&geres, elasticas, fibras de reticuling, fibroblastos, linfocitos, histiécitos, plasmocitos, além
de vasos neoformados®™. Possui caracteristicas hiperproliferativas e causa fregiientemente
destruicdo Gssea, levando a diversas complicagdes, dentre as quais as mais graves sd0 as

meningites e os abscessos cerebrais™.

3.1.2 Epidemiologia

Em estudo epidemioldgico redizado na Finlandia, a otite média cronica
colesteatomatosa apresentou incidéncia média de 9,2 casos por ano/100.000 habitantes
(variacéo de 3,7 a 13,9), tendo ocorrido mais freqiientemente em adultos do sexo masculino
com predominio entre a quarta e a quinta década de vida®!. Os pacientes com colesteatoma
apresentaram passado de episddios de otite média em sua maioria (72%), adém de
antecedentes cirdrgicos, anteriores ao tratamento de colesteatoma, tais como: timpanotomia
(10,2%) e adenoidectomia ou adenoidectomia com tonsilectomia (15,9%)%'. Foram

encontrados também antecedentes de trauma ou cirurgia otologica prévia em 13,2% dos
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casos®!. Em um total de 522 orelhas com colesteatoma estudadas, a incidéncia do mesmo com
membrana timpanica intacta foi de 0,6%°. Nos pacientes com fenda palatina esteve presente
em 8% dos casos®’. O colestestoma foi bilateral em 4,4% dos pacientes estudados™. E
interessante notar que, nesse estudo, nd0 houve acumulo de casos de colesteatoma em
pacientes de baixo poder aquisitivo®’.

Em outro estudo epidemioldgico, realizado nos Estados Unidos da América (EUA),
foi observada uma incidéncia de seis casos por ano/100.000 habitantes, no estado de lowa,
com predominancia dos casos na segunda e terceira décadas de vida, respectivamente 9,1 e
8,1 casos por ano/100.000 habitantes™.

Segundo Cody, em seu estudo na Clinica Mayo, entre 1963 e 1969, os colesteatomas
adquiridos primérios estiveram presentes em 80,5% dos seus casos, de um total de 483
pacientes operados; os colesteatomas adquiridos secundérios, em 17,5%; e os colesteatomas
congénitos, em 2%°. Nos pacientes com colesteatomas adquiridos (primérios e secundérios),
ele observou que 63% ocorreram no sexo masculino e 37% no feminino®3. Os colesteatomas
congénitos perfizeram um total de 80% nos pacientes do sexo masculino e 20% nos do

feminino®.

3.1.3 Classificacao

O colesteatoma pode ser classificado, quanto a sua patogénese, em congénito,
adquirido (primério ou secunddrio) ou, ainda, menos fregiientemente, em iatrogénicol. O
colesteatoma adquirido primario ocorre no epitimpano como consequéncia da invasao
epidérmica a partir da perfuracdo ou retracdo da membrana timpanica de Shrapnell. Pode
estender-se posteriormente para 0 antro, para as células periantrais, para a mastéide e,

anteriormente, para o recesso epitimpanico anterior ou, inferiormente, para a orelha média’. O



MELO, ANTONIO ANTUNES Efeito da mitomicina C intratimpanica no desenvolvimento colesteatoma....

colesteatoma adquirido secundério ocorre pela invasdo de pele através de uma perfuracéo
marginal postero-superior, que se estende ao mesotimpano posterior e dai para o epitimpano e
para a mastéide’. N&o ha diferencas 6bvias, entretanto, nos padrées moleculares e celulares
nos Varios tipos de colesteatoma’.

Uma oura situacdo é a dos colesteatomas ditos congénitos, ou mesotimpanicos, que
estdo presentes por tras de uma membrana timpanica estruturalmente intacta'®. Ha evidéncias
de que o colesteatoma pode surgir a partir de um resto epidérmico atras de uma membrana
timpénica intacta, a partir de uma retragcdo resolvida da parte tensa da mesma, conforme
relataram Sudhoff e Linthicum™. Todavia, o colesteatoma congénito verdadeiro é aguele em
gue ndo h& passado de otite média, timpanotomias, colocacdo de tubos de ventilagdo ou outra
cirurgia otol égica prévia®®3*.

Tos enfatiza que as doencas da orelha média durante a infancia exibem uma dindmica
intensa com deterioragdes, melhoras e novas recorréncias de disfungéo tubéria, otite secretora
e otite média supurativa aguda’l. As retracbes das membranas timpanicas podem
repetidamente fixar-se a0 martelo e a bigorna, seguidas da diminuicdo da tensdo e retorno ao
seu estado normal'l. Pode ocorrer, fortuitamente, a inclusdo de epitélio escamoso
gueratinizado, levando, algumas poucas vezes, a casos de formacdo de colesteatoma com
membrana timpanica intacta'’.

Ainda com relacBo a origem dos colesteatomas congénitos, o estudo de 0ssos
temporais humanos de criangas até um ano de idade, que haviam sofrido a sindrome da morte
slbita na infancia, bem como de fetos que ndo completaram o periodo gestacional, ndo
mostrou, como ja se cogitou no passado, a presenca de aspiragcéo de epitélio escamoso e
liquido amnidtico na orelha média e na mast6ide™.

Com base na histéria otologica, na otoscopia, na pneumatizacdo da mastide e na

funcdo da tuba auditiva, Fisch elaborou a seguinte classificagdo (Quadro 1) para o
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colesteatoma com a criagdo da categoria do colesteatoma adquirido terciario (conseqglente a

cirurgia otol gica prévia) *°:

Quadro 1. Classificagio do colesteatoma proposta por Fisch®

Colesteatoma | Historia otoldgica Otoscopia Pneumatizacdo | Funcdo datuba
mastoidea auditiva
Congénito Ausente Membrana timpanica intacta; Muito boa Geralmente boa
massa branca atrds da
membrana timpanica
Adquirido Otites médias | Perfuracdo da membrana de Ma Variavel
primério freqlientes na| Shrapnell
infancia; auséncia
deotorréia
Adquirido Otorréia frequente | Perfuracdo marginal da parte Ma Ma
secundério desde ainfancia tensa
Adquirido Cirurgia otoldgica| Variavel Variavel Variavel
terciario prévia
3.1.4 Patogénese

Soldati e Mudry realizaram revisao da literatura sobre o colesteatoma, compreendendo
0 periodo de 1683 a 1999, e procederam a um relato cronoldgico das diversas teorias que
tiveram lugar para explicar a sua génese. Essas teorias serdo descritas a seguir?®.

Virchow, em 1855, considerou que o colesteatoma seria derivado da metaplasia das
células mesenquimais em epidérmicas®®. Em 1868, Gruber, Wendt e VVon Troeltsch lancaram
a teoria da metaplasia das células da mucosa timpéanica em epitélio malpighiano, mais tarde
referendada por Sadé™®. Politzer, em 1869, referiu que o colesteatoma seria uma neoplasia

glandular da mucosa da orelha média®®. Em 1889, Bezold e Habermann preconizaram que o
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colesteatoma seria 0 resultado da migracdo do epitélio do conduto auditivo externo para
dentro da orelha média, a partir de uma perfuragdo marginal apds uma otite média aguda ou
cronica®.

Young e Chole, estudando as diversas teorias que se poderiam confirmar como
verdadeiras na etiopatogenia do colesteatoma (como as teorias da invaginacdo, da hiperplasia
de células basais, da metaplasia e da invaséo epitelial), sugeriram que as duas primeiras, em
combinacdo, poderiam ser responsaveis pelos colesteatomas formados a partir das bolsas de
retracdo’’. A teoria da invaginacdo, segundo esses autores, originalmente proposta por
Wittmaack, em 1933, seria um mecanismo priméario de formacdo de colesteatomas a partir de
pressdo negativa criada na orelha média por disfuncdo tubéria®’. Uma vez que este processo
nao se resolva, os padrbes de migracéo epitelia norma tornamse aterados e levam ao
acimulo de queratina nessas bol sas, e subsegiiente formaco de colesteatoma®’.

A teoria de células basais, ou de crescimento papilar, seria explicada pela ruptura da
membrana basal com aparecimento de pseuddpodes na lamina prépria, que formam cones
epiteliais e, eventualmente, microcolesteatomas®’. Com base em achados clinicos e de imuno-
histoquimica, e combinando as teorias da retragcdo e da proliferacdo, Sudhoff e Tos
propuseram um modelo para a formagdo do colesteatoma atical, que estaria dividida em
quatro estagios: 1. estégio da bolsa de retracdo; 2. estagio de proliferacéo da bolsa de retracéo
através da formacdo e fusdo de cones; 3. estagio de expansdo do colesteatoma atical; e 4.
reabsorcao Gssea’”.

A teoria da invasdo epitelial pode ser responsavel pela formacdo de colesteatoma
através do processo denominado “orientagdo por contato”, no qual ha migracéo de células
epiteliais deslocando-se sobre uma superficie, e que cessa quando estas encontram outra
superficie epitelial, fendmeno conhecido como “inibic&o de contato™’. Esse mecanismo teria

lugar, tipicamente, na otite média, quando a inflamacdo causa perfuracdo da membrana
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timpanica, permitindo a invasdo de células epiteliais escamosas na orelha média®’. Essa teoria
ganha suporte a partir do fato de que o colesteatoma humano apresenta componentes cerato-
hialinicos e expressa algumas citoqueratinas localizadas preferencialmente na pele, e ndo na
mucosa da orelha média®®. Contudo, n&o esta claro por que o processo de hiperqueratinizagso
seinicia, e pareceu, inclusive, ndo haver esta predisposi¢céo quando foram estudados pacientes
com colesteatoma, ao contrario daqueles com psoriase, nos quais foi detectada uma
hiperproliferacdo generalizada®. Lim e colaboradores referiram que as reacdes inflamatérias
podem ser a causa da migracdo celular para a cavidade da orelha média pela ruptura da
membrana basal®®.

A disfuncéo tubaria tem sido responsabilizada pelo aparecimento da atelectasia da
orelha média e das bolsas de retracdo®’. A bolsa de retracdo consiste numa invaginagdo para
dentro do espaco da orelha média a partir da membrana timpanica e pode ocorrer na parte
tensa ou na membrana de Shrapnell*. Em estudo no qual foi utilizada a andlise por video com
sistema de camera lenta, em pacientes com doencas da orelha média, foram evidenciados
como causas principais da falha na funcéo tubéria o edema mucoso seguido da reducéo do
movimento de dilatacdo da parede lateral da tuba auditiva®. No entanto, ndo foi possivel
correlacionar a gravidade da doenca na orelha média com a da disfunco tubéria’™.

Apesar de a disfungdo cronica da tuba auditiva poder levar a alteragdo da pressdo na
orelha média, tornando-a inferior a pressdo atmosférica, ou comumente dita negativa, Sadé
identificou uma condicdo em que aquela era superior a esta, e cunhou para ela o termo
“hiperectasid’, tendo observado que mastoides pobremente pneumatizadas estariam
relacionadas tanto com a atelectasia como com a hiperectasia®’. A mastéide pneumatizada
atuaria, assim, como um tampao regulando a pressdo na orelha média®!.

Foram descritos por Sadé quatro estégios para a retracéo timpanica da parte tensa, a

saber: estagio | (retracdo timpanica leve); estégio |l (retracdo timpanica sobre a articulacdo
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incudo-estapediana); estégio |11 (retracdo sobre o promontorio); e estégio 1V (adesdo da parte
tensa a0 promontdrio) *?. No estagio |11, a membrana timpanica poderia ser levantada do
promontdrio, enquanto que no estdgio 1V isso ndo é possivel*?. Essas bolsas de retracéo
seriam secundérias & longa disfuncdo tubéria, e seriam precursoras dos col esteatomas*?.

Ha fortes evidéncias de que as bactérias podem infectar a matriz de queratina dos
colestestomas, formando biofilmes e levando & infeccdo cronica e a proliferacéo epitelial®.
Isso explicaria a persisténcia e a recorréncia de infeccdo em colesteatomas previamente
infectados e, assim, a erradicaczo cirlrgica torna-se o Unico tratamento efetivo®®,

ApoOs essa breve exposicdo das teorias, com conclusdes ainda conflitantes, parecem
acertadas as palavras de Duverney, pioneiro na descri¢éo do colesteatoma, que ao final de seu
trabalho escreveu:

“Eu ndo acredito que meu trabalho seja aceito por todos. minhas teorias parecem ser
muito factiveis para mim, mas outros podem n&o concordar. De qualquer forma, eu
acreditozster realizado um bom trabalho e espero que aguém encontre algo
melhor” “°.

3.1.5 Consideragoes sobre a histologia e a biologia molecular

As pesquisas realizadas em colesteatomas, sob a visdo da biologia molecular e da
microscopia eletrénica, permitiram que varias descobertas fossem realizadas, as quais, por sua
importancia, devem ser descritas para ampliar o entendimento acerca dessa doenca.

Lim e colaboradores, a partir dos estudos de microscopia de luz e eetronica,
analisaram a estrutura histoldgica dos colesteatomas e observaram que eles apresentam um
epitélio e uma camada subepitelial, 0os quais denominaram, respectivamente, “matriz’ (ou
epiderme) e “perimatriz’ (ou lamina prépria) do colesteatoma®®. O epitélio é escamoso
estratificado queratinizado, com as quatro camadas cléssicas da epiderme (basal, espinhosa,
granulosa e cornea), além de células de Langerhans em quantidade variavel, granulos cerato-

hialinicos e desmossomas®®. Abaixo do epitélio, na perimatriz, observaram a presenca de um
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tecido conjuntivo frouxo, contendo fibras colagenas, fibras reticulares, fibrocitos, capilares e
céulas inflamatdrias®®. A microscopia eletronica, observaram uma membrana basal bem
desenvolvida, na juncdo dermo-epidérmica, que esta aderida as células basais por
hemidesmossomas e parcialmente ancorada & derme por fibras reticulares®. Na camada basal
h& células com pseuddpodes que migram por meio destes e promovem o crescimento do
colesteatoma® .

Encontra-se, na membrana basal, uma glicoproteina chamada “fibronectina’, que tem
um importante papel na cicatrizagdo de feridas, estimulando a migracdo de células epiteliais,
adém de neutréfilos, monécitos, fibroblastos e céulas endoteliais*. No entanto, no
colesteatoma ndo ha perda de expressdo da fibronectina, como acontece na pele e na cornea
apo6s algum tempo de cicatrizacdo, ocorrendo acumulo da mesma no tecido subepitelial
inflamado e no tecido de granulagdo®. Pode-se depreender, portanto, que o colesteatoma é
uma doenca da orelha média, de caracteristicas inflamatéria cronica e hiperproliferativa,
exibindo comportamento semel hante aos processos regenerativos de cicatrizagdo de feridas™.

As células epiteliais possuem filamentos protéicos no seu citoplasma, denominados
“citoqueratinas’, que fazem parte do seu citoesqueleto e que chegam a vinte tipos diferentes™.
O colesteatoma possui as citoqueratinas 1, 2 e 10, tipicas do epitélio escamoso estratificado
queratinizado, e as citoqueratinas 5 e 14, tipicas dos epitélios estratificados, sgjam
queratinizados ou nd0*°*°. A mucosa da orelha média, todavia, tem padrdo diferente,
apresentando as citoqueratinas 8, 18 e 19, caracteristicas dos epitélios simples™.

Esses achados explicam a razéo pela qual a teoria da migragdo epitelial pode ser
considerada na génese do colesteatoma adquirido. Outro aspecto interessante € a presenca da
citogueratina 16, filamento protéico situado no citoplasma das células epitelials, caracteristico

dos epitélios em estagio de hiperproliferacdo e na matriz dos colesteatomas em humanos, bem
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como do antigeno nuclear K67 (Ki-67), que também aparece nas células em estagio de
proliferacio®>.

As citocinas, conjuntamente com as citogueratinas, sdo substancias que vém sendo
estudadas no intuito de se compreender melhor a natureza agressiva dos colesteatomas™. Elas
sdo produzidas por macréfagos e linfécitos no local da infeccdo, em resposta a algum
estimulo, e sdo capazes de alterar o seu comportamento ou das células vizinhas, sendo
potentes mediadoras dos processos inflamatorios e da resposta imune, podendo ser
identificadas por meio de técnicas de imuno- histoquimica®. Estéo presentes no epitélio dos
colesteatomas e modulam o processo da reabsorcdo Gssea caracteristico dessa doenca®.
Podem ser enumeradas as seguintes citocinas: Interleucinas 1 (IL-1), 6 e 8; Interferon; Fator
de Necrose Tumoral-a (TNF-a); Fator de Crescimento de Fibroblastos; Receptor do Fator de
Crescimento Epitelial; e Fator Transformador do Crescimento-R (TGF-R)*°.

As Interleucinas 1 e 6 estimulam a reabsor¢do Ossea por inducdo da formacéo de
osteoclastos, producéo de prostaglandinas e colagenases, e estdo em maior concentracdo no
colesteatoma do que na pele normal*®*’. O TNF-a aumenta a atividade das colagenases, que
expdem o tecido 0sseo a acdo dos osteoclastos, bem como aumenta a producdo de queratina,

que leva a0 aumento da formacdo do tecido de granulacdo®®. O TNF-a também tem acZo

tumoricida pela necrose tissular por coagulacdo, e tem efeito sinérgico com a |L-1%.

O TGF-R tem efeito antiinflamatério e inibidor sobre os osteoclastos e os
gueratindcitos e, potencialmente, pode lentificar o seu crescimento e proliferacdo, e a
resultante destruicdo tissular do colesteatoma na orelha média*®. As moléculas de adeszo,
como a Molécula de Adesdo Intercelular 1 e a Molécula de Ades&o Derivada do Endotélio de
Leucdcitos 1, que recrutam células inflamatérias e modulam a resposta imune, tém relacéo

com o epitélio da perimatriz do colestestoma™. O Fator de Crescimento Epidérmico atua no

desenvolvimento dos colesteatomas, estimulando o crescimento e a proliferacdo das células



MELO, ANTONIO ANTUNES Efeito da mitomicina C intratimpanica no desenvolvimento colesteatoma....

epiteliais’’. A Fosfolipase C Gama-1 parece estar envolvida nas vias de sinalizacgo celular
para estimulo de proliferacio e diferenciacdo do colesteatoma®®. O Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular representa um marcador confiavel de proliferacdo celular, mostrando que
0 colesteatoma prolifera a uma taxa mais elevada do que a epiderme normal e os
queratindcitos tém maior proliferacdo em criancas do que em adultos®>2,

Existe uma colagenase, denominada Metaloproteina 1 da Matriz, presente nos
fibroblastos do estroma do col esteatoma, que esta com sua expressao aumentada, podendo ser
a causadora da destruicdo dssea observada nessa doenca®. As metaloproteinases e o Fator de
Crescimento Fibroblastico Basico podem ter importante papel na manutencdo da atividade
proliferativa e no comportamento agressivo do colesteatoma, tendo sido observadas areas de
inflamac&o intensa com protrusdes, duplicacbes, espessamento e ruptura da lamina densa da
membrana basal®®. Em sintese, 0 colestestoma comporta-se mais como um processo de
cicatrizagdo de ferida do que propriamente como uma neoplasia, caracterizando-se como uma
resposta idiopética potencial hiperproliferativa a estimulos internos e externos.

Estudo recente mostrou que ha um aumento da regulagdo e expressdo do Receptor
Gama Ativado por Proliferador de Peroxissomo no colesteatoma humano, que é responsavel
por limitar a proliferacdo e promover a diferenciacdo de vérias linhagens celulares, tanto
benignas como malignas>®. Também foi observado que o colesteatoma estava com expressio
aumentada do anticorpo nuclear Ki-67°°. Esses achados, em conjunto, permitiram concluir
gue, apesar de o colesteatoma estar em um estado hiperproliferativo, suas células permanecem
com capacidade de diferenciagdo>®. Em estudo com gerbilos da Mongdlia, foram observados
indicios de que ha diferencas entre a natureza biologica das células epiteliais normais e a das
células do colesteatoma, especialmente nas camadas basais, e suas caracteristicas parecem ndo
mudar uma vez que esse se desenvolva®’. Nesse mesmo trabalho, também foi identificada a

pele do conduto auditivo externo como origem do colesteatoma®’. A infeccdo bacteriana, por



MELO, ANTONIO ANTUNES Efeito da mitomicina C intratimpanica no desenvolvimento colesteatoma....

outro lado, impede que o colesteatoma volte ao estado quiescente’. Este tema é controverso,
pois, em outro estudo, ndo foram observadas diferencas entre colesteatomas infectados e ndo-
infectados, indicando que seu padrdo hiperproliferativo é independente de influéncias
externas, como a contaminacdo bacteriana®. Ha relato, contudo, de que o tratamento com
antibiético ndo afeta o nivel de concentracdo de citocinas em pacientes com otite média
crénica (OMC) e colesteatoma, embora a otorréia diminua e os sintomas relacionados a
inflamag&o regridam em alguns casos™.

Em criangas h4, caracteristicamente, um crescimento mais extenso e rgpido dos
colesteatomas na orelha média e na mastéide, requerendo maior atencéo para o diagndstico
precoce, a remocdo cirlrgica total e 0 seguimento pds-operatdrio rigorosot. Essas
peculiaridades dos colesteatomas em criangas podem ser explicadas pela taxa aumentada da
proliferacdo dos queratinocitos, que pode ser avaliada usando o anticorpo monoclonal anti-
MIB-1 (MIB-1), usado largamente como marcador de proliferacdo celular, que reage com o
antigeno nuclear Ki-67 que esta presente nas fases G1, S, @ e M do ciclo celular, estando

ausente em GO e inicio de G1°8

. O uso do MIB-1 poderia identificar os casos com maior
potencial agressivo, dando ao clinico uma sinadizacdo para o acompanhamento pés-
operatorio®®.

O processo de apoptose no colesteatoma é mediado por uma familia de proteases
denominadas caspases’®. O TNF-a ativa a caspase-8 que, por sua vez, ativa a caspase-3, e
esta, as nucleases que induzem a apoptose®®. As caspases estdo presentes na matriz do
colesteatoma, sendo que a caspase-3 esté nas camadas granulosa e escamosa, € a caspase-8 na
camada granulosa™®. Elas estéo aparentemente associadas & acumulagdo de grande quantidade
de debris de queratina e infeccdo que ocorre no colesteatoma>’.

Apesar de haver uma proliferacéo celular aumentada no colesteatoma, que pode ser

identificada pela presenca do marcador celular K67, existem também complexos de ciclinas
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(das quais a p27%'P!, inibidora das quinases ciclino-dependentes, € uma representante e
promotora de apoptose) que atuam no ciclo celular®™®. Desta forma, apesar de haver tendéncia
a proliferacdo aumentada no colesteatoma, as suas células retém a capacidade de controle do
ciclo celular, o que ndo acontece, por exemplo, em tumores malignos®°. Foi demonstrado que
a expressao da proteina p53, gene supressor tumoral, que exerce papel critico no controle do
ciclo celular, na apoptose e na oncogérese, estava aumentada cerca de nove a vinte vezes em
amostras de colesteatomas, quando comparadas a de pele da regido pésauricular ou da
membrana timpanica®*. N&o houve, no entanto, nesse estudo, diferencas clinicas ou
patolégicas em relacdo aos diversos grupos de colesteatoma, sgjam adquiridos primérios,
adquiridos secundérios, recorrentes ou congénitos™®.

Em colesteatomas humanos, a proteina ErbB-2, oncogene presente nas células basais
de epitélio escamoso, esta com sua expressao aumentada, e a proliferacéo celular e a apoptose
dos queratindcitos estdo aceleradas®®. Essa proteina esta presente em todas as camadas da
matriz colesteatomatosa e pode ter efeito modulador sobre a diferenciacdo terminal e a
apoptose dos queratindcitos da mesma®?.

O c¢cMYC, proto-oncogene que atua no controle da proliferacdo celular, na
diferenciacdo e na apoptose, estd aumentado ou com expressdo aberrante em diversos
tumores, como cancer de mama, de pulmé&o e espinocelulares de cabeca e pescogo®®. Também
se observou expressdo aumentada do c-MY C em colesteatomas, o que talvez explique a sua
tendéncia de hiperproliferacéo, apesar de sua base genética ainda ndo estar suficientemente
clara®.

No colesteatoma humano podem ser encontrados diversos genes com expressao
aumentada. Entre esses, alguns sdo relacionados a proliferacdo e diferenciacdo celular

(calgranulina A, calgranulina B, psoriasing, timosina beta-10), e outros com a invasdo celular
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(catepsina C, catepsina D, catepsina H) ®*. As catepsinas podem contribuir para a invasdo do
colesteatoma, agindo como proteases, j& que realizam a degradacdo da sua membrana basal®®.

A proteina morfogenética do 0sso-2 € um fator de crescimento que funciona como
indutor da diferenciacdo de osteoblastos®®. No entanto, passa a ser um indutor da
diferenciacdo de osteoclastos na presenca de IL-1 e potenciamente da prostaglandina E2°°.
Em um ambiente sem inflamacdo ha um equilibrio entre a geracdo de osso por osteoblastos e
a sua destruicao pelos osteoclastos, porém uma vez que exista inflamagdo ha uma tendéncia a
um predominio destes e, portanto, um possivel papel na patogénese do colesteatoma®.

A hipdxia foi, recentemente, sugerida como um dos principais precursores do inicio e
da progressdo do colesteatoma, a partir da proliferacéo de queratindcitos na bolsa de retragdo
atical, evidenciado por estudo que mostrou a presenca, nessa bolsa, do Fator Indutor de
Hipoxia 1-a e da proteina de Von Hippe Lindau, que regulam genes responsaveis pelo
aumento da disponibilidade de oxigénio ou permitem adaptacdo metabdlica a sua
diminuicao®.

Existe a suposi¢ao de que os colesteatomas congénitos derivem de restos vestigiais ou
aberrantes, diferentemente dagueles adquiridos®. Apés andise do comprimento dos
teldmeros, pelo método de extracdo do écido desoxirribonucléico (DNA), em colesteatomas
congénitos e adquiridos, verificouse diferenca entre eles®®. Ao se avdiar a atividade da
telomerase, que esta menos intensa nos colesteatomas congénitos, porém se encontra
preservada nos colesteatomas adquiridos e na pele normal, aventouse a possibilidade de que
esses tecidos vestigiais e aberrantes sejam eliminados por apoptose na maioria dos individuos
normais™.

Em estudo semelhante, realizado avaliando-se o comprimento do telémero e a
atividade da telomerase, em um grupo de amostras de colesteatomas humanos comparado

com o carcinoma espinocelular, foram encontrados os seguintes resultados. o comprimento
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dos teldmeros foi semelhante nos dois grupos, porém a atividade da telomerase estava
reduzida nos colestestomas®’. Esses achados, em conjunto, permitem supor que Os
colesteatomas, pela baixa atividade da telomerase, produziriam teldmeros disfuncionais,
culminando em ativacdo de respostas de dano ao DNA e apoptose, limitando seu crescimento,
enquanto que no carcinoma espinocelular, com a sua atividade aumentada, haveria

crescimento celular continuo e progressao tumoral®’.

3.2 Inducéo experimental de colesteatomas

Dentre os diversos animais, o rato tem sido um bom model o para realizagéo de estudos
visando & indugao de colesteastomas®.

Os ratos abinos tém todas as estruturas anatdbmicas encontradas na orelha média de
humanos, contudo o nervo facia sai do 0sso temporal de forma mais superficial e os ossiculos
sd menores, levando-se em consideragdo os padrdes desses®®. Nos ratos, os ossiculos
possuem aproximadamente um quarto do tamanho dos que existem em humanos, e ficam
praticamente escondidos no epitimpano®. A artéria carétida interna passa entre as cruras do
estribo (onde recebe a designagéo de artéria estapediana), dirigindo-se do pescoco ao cérebro,
e a mastoide é representada por uma célula aérea aberta grande, localizada mais
inferiormente, que se denomina “bula"°.

A membrana timpanica nos ratos, normamente formada de uma parte tensa e uma
parte flacida, é constituida de uma superficie lateral, composta por epitélio escamoso
gueratinizado, que se continua com a pele do CAE; uma camada central, formada por uma
l[&mina prépria espessa, onde se encontram primariamente feixes de fibras colégenas; e,

finalmente, de uma camada mucosa interna de epitélio achatado em continuidade com a

mucosa da cavidade timpanica’®.
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Segundo Helsstrom e colaboradores, otoscopicamente, a membrana timpanica dos
ratos ndo tem, normalmente, demarcacdo evidente com a pele do conduto auditivo externo e
possui aspecto cinza-perolado e semitransparente, sendo composta de uma parte flécida que
ocupa de 1/4 a 1/3 da sua érea total, localizada entre a curta apéfise do martelo e aincisura de
Rivinus, e de uma parte tensa que ocupa o restante da mesma’*. Esses autores referem ainda
gue as diferencas entre a anatomia do o0sso temporal de ratos e de humanos, embora sejam
consideréveis, nagueles tém minima importancia quanto ao aspecto funcional’*.

De fato, o rato goresenta vantagens sobre a cobaia que ndo tem uma parte flacida e na
gual o epitimpano esta completamente separado da orelha média por uma lamina 6ssea, aém
de ter a bigorna e o martelo fundidos e uma trave Gssea que atravessa as cruras do estribo’™.
Essa caracteristica, apesar de tornar mais facil a exposicéo ossicular, ndo tem o aspecto mais
compativel com humanos, em vista de os ratos possuirem os trés ossiculos distintamente, a
semelhanca daqueles’. A orelha média da chinchila, por exemplo, tem vérias traves 6sseas’”.
Ja a orelha média de gatos, apesar de também ser muito parecida com a de humanos,
apresenta os ossiculos, o0 nervo facial e os musculos tensores do timpano e do estapédio
profundamente insinuados no epitimpano, tornando 0 acesso a essas estruturas mais
laborioso™.

Em relagdo a histologia, a mucosa da orelha média do rato é similar a de seres
humanos, e € formada pelo epitélio e pela camada subepitelial, sendo esta composta de fibras
colégenas, capilares sangiiineos, linféticos e nervos’®. O maior dos componentes celulares é o
fibrocito, enquanto mastocitos, macrofagos, linfécitos e células plasméticas aparecem
ocasionalmente™. O epitdio mucoso no pré-timpano e hipotimpano consiste de células
colunares com alguns cilios, enquanto que no promontorio e na mastoide se encontram células

cuboides’.
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Experimentalmente, ha véarias maneiras de induzir a formacdo de colesteatomas.
Tradicionamente, pode ser feita através da ligadura do CAE, pela obstrucdo da trompa de
Eustaquio (tuba faringo-timpanica) e pela introducéo de agentes irritativos na orelha média”
13.73.74 Em gerbilos da Mongdlia, inclusive, é possivel aparecerem col esteatomas espontaneos
a partir da membrana timpanica e do CAE". Esses colesteatomas, em gerbilos da Mongdlia,
induzidos a partir da ligadura cirdrgica do CAE, sdo muito semelhantes na sua estrutura
histopatol 6gica aos produzidos em humanos levando inclusive & erosdo 6ssea’>.

Gerbilos da Mongdlia foram submetidos & obstrucéo bilateral da tuba auditiva, por
eletrocauterizacdo da sua extremidade nasofaringea, e foi observada, nesses animais, a
presenca de otite média serosa, retragio timpanica, atelectasia e colesteastoma’®. Riledi, em seu
artigo classico, induziu colesteatomas com uma mistura de talco e fibrina em cobaias,
postulando que esses se formavam a partir da camada basal da epiderme da membrana
timpénica, desta forma dando suporte a teoria da migracédo, que a seu ver explicaria todas as
formas de colesteatoma’. No entanto, substancias como o quinino e essas misturas de talco e
fibrina tém valor limitado experimentalmente, pois produzem colesteatomas em rel ativamente
poucos animais’.

O estudo de Wright e colaboradores foi pioneiro em mostrar a possibilidade de
formag&o de inflamagdo, lesdo tissular e colesteatoma na orelha média de chinchilas, na qual
foi ingtilada suspensdo de Cortisporin® otoldgico (medicamento comercializado nos EUA
para tratamento de otite externa) contendo neomicina (5 mg/mL), polimixina B (10.000
unidades/mL ), hidrocortisona (10 mg/mL) e um veiculo contendo & cool e propilenoglicol’.
O propilenoglicol € o 1,2 propanodiol, um acool de cadeia curta que contém dois grupos
hidroxila, usado como solvente em muitas preparacdes topicas otoldgicas’’.

Vassali e colaboradores realizaram estudo introduzindo na bula timpanica de

chinchilas uma suspens&o de Cortisporin® otolégico (PG a 10,5%) e, em outro grupo, este
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mesmo medicamento na apresentacdo oftalmoldgica (PG a 2%), obtendo colesteatoma,
respectivamente, em 57% dos animais do primeiro grupo e nenhum do segundo’®. Desde
entdo, o propilenoglicol foi considerado efetivo na inducéo de colesteatoma, e € o principal
agente utilizado em cirurgia experimental atuamente? ® . A inflamago cronica induzida
pela administracdo do PG resulta em alteraces morfologicas da membrana timpénica,
incluindo hiperplasia da epiderme, espessamento do tecido conjuntivo da lamina prépria e
ruptura da camada fibrosa®*.

A constatacdo realizada é que a hiperplasia epidérmica migraria através da membrana
timpanica intacta, porém estruturalmente alterada, para chegar a orelha média, onde
proliferaria e se queratinizaria, formando o colesteatoma’®. Por esse mecanismo, foi proposto
gue as infeccBes cronicas da orelha média podem produzir colesteatoma através de uma
membrana timpanica integra’.

A concentracdo do PG é muito importante na indugdo experimental do colesteatoma.
Foi estabelecido que, se a concentracdo do PG for menor que 10%, sua baixa viscosidade ira
fazer com que este saia da orelha média através da tuba faringo-timpanica, deixando as
membranas timpanicas normais’®. A concentracdo do PG indicada deve ser no minimo de
50% quando este é usado com o propésito de induzir o colesteatoma’®’®. Alterages precoces
na producdo de colesteatoma experimental foram demonstradas por vérios autores’"’889,
Precocemente, dois dias apos a aplicacdo do PG na orelha média de ratos, as camadas externa
escamosa epitelia e ainterna mucosa da membrana timpanica séo completamente destruidas,
e dentro de uma semana um epitélio hiperplasico cobre completamente a membrana
timpanica®™®. Esses achados sd0 compativeis com os modelos animais iniciais de Riedi e
Fernandez"®.

Hueb e colaboradores lograram produzir colesteatoma na bulatimpanica de chinchilas

através da colocacdo de uma membrana de gelatina quimicamente modificada entre o conduto
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auditivo externo e a orelha média por uma perfuracdo timpanica que estimulou a migracéo
epitelial em 53,5% dos animais®®. Massuda e Oliveira produziram colesteatoma em 80% das
orelhas médias de ratos com experimento semelhante, nos quais utilizaram uma biomembrana
de l4tex embebida em PG posicionada entre o CAE e o promontério da orelha média®®.

Alguns outros modelos, referidos a seguir, podem ser utilizados com o propésito de
induzir aformacao de colesteatoma.

Uma forma de desenvolver colesteatomas, e que chegou ater 89,3% de sucesso ha sua
formag&o, é implantar um enxerto autélogo livre da pele do conduto auditivo externo na bula
de cobaias®.

E possivel, hoje, induzir colesteastomas in vitro por meio de modelos usando
equivalentes de cultura de pele em trés dimensdes e nos quais podem ser encontrados
elementos que apontam em diregdo a teoria migratoria como explicacéo para o crescimento de
epiderme a partir de uma falha nesta®*.

Bretlau e colaboradores propuseram transplantar membranas colesteatomatosas
humanas para a orelha média de camundongos, com o intuito de estudar os efeitos de

reabsorcdo 6ssea e outros sinais de inflamagao®®.

3.3 Mitomicina C

A mitomicina C foi descrita por Wakaki e colaboradores, em 1958, a partir da bactéria
Streptomyces caespitosus, como possuidora de potente efeito antitumoral sobre o carcinoma
de Erlich em camundongos®. Apresenta-se como um cristal azul-violeta com peso molecular
de 334 daltons, solivel em &gua e em fluidos organicos, e sua molécula (Figura. 2) apresenta

trés agentes carcinostéticos conhecidos: um anel de aziridina, um grupo quinona e um grupo
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octano®’. E um agente antineoplsico que atua inibindo a sintese de DNA pelo seu mecanismo

de acdo: 0 DNA cross-linking (ligacéo cruzada do DNA) entre a adenina e a guanina®.

Figura 2. Moléculada mitomicina C (Adaptado de Ribeiro et al ).

Em altas concentracfes, a sintese de acido ribonucléico (RNA) e de proteinas também
é suprimida®. Desde a década de 90, a MMC tem sido investigada como um agente para
inibir aformacao de cicatrizes??. Esse efeito seria mediado pela sua acdo de blogueio do DNA
inibindo a proliferacéo fibrobléstica, importante passo na cicatrizagdo de feridas, e também
inibindo a mitose e a sintese protéica, sendo ativa contra todas as células, ndo importando a
fase do ciclo celular em que se encontrenf?. Ha relatos, a partir de estudos em terapia
oncoldgica, de que aMMC ndo age apenas por esse mecanismo, mas pelainibicdo seletiva da
expressdo de genes induziveis®®. Foi demonstrado que a expressdo do RNA mensageiro para
algumas proteinas da matriz extracelular, como elastase, hiauronidase e procolageno estava
diminuida no dorso de ratos que foram expostos & agdo da MM C topicamente®®.

A MMC tem um amplo espectro de agdo na inibicéo de proliferacdo celular em muitas
linhagens celulares e observa-se que quanto maior a concentragcdo e 0 tempo de exposicéo
maior o seu efeito biol6gico®. A MMC mostrou ter um efeito antiproliferativo em cultura de
fibroblastos humanos quando usada numa concentracéo de 0,04 mg/mL?. Na concentragzo de

1 mg/mL, aMMC foi citocida para fibroblastos em cultura e reduziu o nUmero de céulas para
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niveis abaixo da densidade celular inicia®®. O efeito topico de uma aplicacdo de cinco
minutos tem efeito sobre a proliferacdo e a morfologia celular por até 36 horas®®. Em cultura
de fibroblastos de coelhos, a MMC € aproximadamente cem vezes mais potente do que 0 5
fluoracil na inibicdo de mitose®. Em cultura de mucosa nasal humana, a exposicdo a MMC
inibiu a proliferacdo de fibroblastos e aumentou sua apoptose’*. Em outro estudo, a MMC
retardou a cicatrizacdo de feridas cirlrgicas até a quarta semana apés a aplicacdo topica no
dorso de ratos, mas o grau de fibrose ao final de doze semanas foi semelhante ao do grupo de
animais nos quais ndo foi usada®’. Embora a MMC sgja altamente toxica nas doses usadas
para tratar neoplasias malignas, a aplicacdo loca de uma pequena quantidade néo foi
associada a toxicidade sistémica®.

A MMC esté sendo utilizada experimentalmente em véarios ensaios em diversas areas
da Medicina, tanto por via topica como sistémica. Em Oftaimologia, a sua utilizacéo data de
1983, para impedir o fechamento das trabeculotomias em pacientes com glaucoma, sendo
também usada nas dacriocistorinostomias e na excisio de pterigio®®3. A MMC tem sido
usada para prevenir arecorréncia do carcinomain situ conjuntival e da coérnea, sendo utilizada
topicamente quatro vezes ao dia em dosagens de 0,2 a 0,4 mg/mL com bons resultados, com
toxicidade ocular minima®>®°. Esse efeito sobre neoplasias de linhagem epitelial permite
supor que seria possivel sua agado sobre o colesteatoma.

Em Otorrinolaringologia, a MMC ja foi utilizada impedindo a estenose glética em
cées, ap6s a inducdo da mesma com o laser de CO2%*; reduzindo a formagdo das sinéquias
pés-operatdrias em cirurgia endoscopica nasossinusal®; e aumentando o indice de atresias
coanai's patentes ap6s sua corregdo cirtrgica’. No campo da Otologia, pode, eventualmente,
mudar o tratamento da otite média serosa, do atua uso de tubos de ventilacdo para
miringotomia e uso de MMC, como tem sido demonstrado pelo aumento do tempo de

perfuragdes timpanicas patentes provocadas em diversos animais de experimentacdo e em
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humanos®®9%%-101 - Recentemente, foi utilizada no tratamento da doenca de Méniére para
manter patente a comunicacdo entre o saco endolinfético e a cavidade mastéidea’®?.

A MMC também pode ser usada em carcinomas de mama, de cabeca e pescoco, de
pulméo, de estbmago, de pancreas e colo-retais por via intravenosa, ou em carcinomas de
bexiga por via topical®. E possivel a sua associagdo com radioterapia para tratamento de
tumores na area de cirurgia de cabeca e pescogo, nos quais tem apresentado bons
resultados'®. Eventualmente, pode ser usada no tratamento de carcinomatose peritoneal e de
tumores malignos digestivos, como agente para induzir quimio- hipertermia, com resultados
promissores'®®. Em caréter experimental, a MMC foi usada, em conjunto com o Anticorpo
Neutralizante de Fator de Crescimento Endotelial Vascular, na terapia de antiangiogénese em
metastases hepaticas produzidas a partir de xenotransplante do cancer gastrico humano em
ratos, com bons resultados'®.

Existem, no entanto, alguns efeitos colaterais relacionados a toxicidade da MMC. Ela
pode causar aplasia medular, sua complicacdo mais grave, e necrose do tecido celular
subcutaneo no local da sua injecdo®’. Nas cirurgias oftalmolégicas, pode trazer algumas
complicacles, tais como: eritema conjuntival, quemose e ceratopatia epitelial, além de
hipotonia ocular®%.

Em estudo que avaliou a ototoxicidade da MMC usada topicamente na orelha média
de ratos, observou-se que em concentracoes baixas (< 0,25 mg/mL) foi segura, mas em nivels
mais elevados causou devacdo de limiares auditivos aferidos pela audiometria de tronco
cerebral'®. Ha relato do uso tépico da MMC alterando negativamente o padréo vibratério de
pregas vocais em cées, devido a dano causado aos componentes do tecido conjuntivo da
lamina prépria dessas®®’. A MMC utilizada topicamente na orelha média de cobaias, em

diferentes intervalos de tempo, ndo causou efeitos téxicos na orelha interna a partir da

observacdo com as microscopias de luz e eetronica, porém quando aplicada por periodos
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mais prolongados provocou perda da integridade estrutural do géanglio espiral, perda das
caracteristicas proprias das células ganglionares, presenca de nucleos pequenos e picnoticos
com diminuic&o de citoplasma, aumento das cisternas do reticulo endoplasmaético e alteractes
mitocondriais'®®,

Foi identificado um padréo de dose-resposta quando se aplicou a MMC para evitar 0
fechamento das miringotomias produzidas com laser em cobaias, na concentracdo de 0,05 a
0,4 mg/mL, porém apbs 2 mg/mL observouse otorréia, sugerindo toxicidade na mucosa da
orelha média'®’. Apesar de existirem relatos de que a MMC possa, através da inibico da
proliferacdo de fibroblastos, ser capaz de minimizar a formacdo de tecido cicatricial, ndo
houve sucesso a0 se tentar evitala no conduto auditivo externo em humanos submetidos a

cirurgia otol 6gica’.
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MATERIAL E METODOS
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4.1 Populacao e local do estudo

Nesta investigagdo, foram utilizados 32 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus)
machos, sadios, da linhagem Wistar, pesando de 220 a 480 g (média de 313 g), com cerca de
trés meses de idade, adquiridos no Biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federa de Pernambuco (UFPE), dos quais seis foram excluidos por apresentarem alteractes
otoscopicas na membrana timpanica

Do grupo de 32 ratos, dois animais com otomicroscopia normal foram selecionados e
mortos para avaliacdo de pardmetros de normalidade da espessura da mucosa da orelha média
e da membrana timpanica. A parte praticacom os animais foi realizada no Nucleo de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia da UFPE. A preparacdo das laminas e a andlise
histopatol6gica foram feitas no Laboratério do Mestrado em Anatomia Patolégica do
Departamento de Patologia da UFPE, e as microfotografias das laminas, no Departamento de
Anatomia (Setor de Morfologia Aplicada) do Gentro de Ciéncias Biologicas da UFPE, no

periodo de dezembro de 2004 a marco de 2005.

4.2 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental controlado pareado.

4.3 Selecédo

Foram utilizados 24 ratos, distribuidos em dois grupos:

Grupo controle: consistiu nas 24 orelhas médias direitas desses animais.

Grupo experimental: consistiu nas 24 orelhas médias esquerdas desses animais.
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4.4 Procedimentos

4.4.1 Ambiente

Os animais foram mantidos em biotério, com refrigeracdo constante, em gaiolas
individuais, com piso de serragem e iluminagdo programada a cada 12 horas. Receberam, de

dimentaco, racio industrializada do tipo Labina® ad libitum.

4.4.2 Anestesia

Os procedimentos que causaram sofrimento para os animais (a injecdo intratimpéanica
das solucdes e sua morte para coleta das bulas timpanicas) foram realizados sob anestesia
geral, com hidrato de cloral a 10%, por via intraperitonial, na dosagem de 0,4 mL por 100 g

de peso corporal.

4.4.3 Inducéo do processo inflamatério

Todos os ratos foram submetidos a otomicroscopia com microscopio cirdrgico (marca
D.F. Vasconcelos® de coluna, modelo MC-M31), com luz fria, equipado com cinco prismas
de magnificacdo de 6, 10, 16, 25 e 40 aumentos, lente ocular com aumento de 12,5x, lente
objetiva com 250 mm de dstarcia focal e examinados com aumento de 10x apds serem
colocados em bancada cirurgica.

Foram incluidos no estudo 24 animais que apresentaram otomicroscopia com aspecto
normal em ambas as orelhas. Na orelha média direita de cada animal foi injetada uma solucéo

contendo 0,2 mL de propilenoglicol a 50%, 0,1 mL de sulfato de gentamicina (40 mg/mL) e
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0,1 mL de solugdo fisiolégica a 0,9%, com seringa Carpule e agulha gengiva longa — 30G
(tipo odontolégica), por meio de uma injecéo intratimpanica, sendo definido assim o grupo
controle.

Na orelha média esquerda desses mesmos animais, a solucdo utilizada conteve 0,2 mL
de propilenoglicol a 50%, 0,1 mL de sulfato de gentamicina (40 mg/mL) e 0,1 mL de
mitomicina C (0,5 mg/mL), tendo sido injetada de maneira idéntica e formando, assim, o
grupo experimental. O propilenoglicol, a gentamicina e o hidrato de cloral foram obtidos em
farmécia de manipulagdo, e a mitomicina C (Mitocin®) e o soro fisiolégico a 0,9% em
preparacoes industrializadas.

O PG foi usado parainduzir a formagao de processo inflamatério e do colesteatoma, e
a gentamicina com o objetivo de diminuir a possibilidade de infeccdo na orelha média dos
animais. A mitomicina C foi utilizada com o escopo de inibir o desenvolvimento do
colesteatoma. As injecbes foram feitas cuidadosamente na parte tensa das membranas
timpanicas das orelhas dos ratos, com auxilio de um microscopio cirirgico com aumento de
10x. As Dlugdes foram administradas num total de trés vezes, em intervalos de sete dias.
Apbs dez semanas da injecdo final, sobreviveram 11 ratos, que foram submetidos a nova
otomicroscopia seguida de microfotografia, realizada com camera fotografica digital, marca
Sony®, modelo DS150, com resolugdo de 4,1 megapixels, acoplada a binocular do

microscopio, seguida da anotacdo do seu aspecto em cada orelha.

4.5 Coleta das bulas timpanicas

Os animais foram mortos com dose letal de hidrato de cloral a 10% intraperitonial e,
em seguida, decapitados para retirada dos 0ssos temporais. Estes foram separados das outras
estruturas cranianas e de tecidos moles, procurando-se manter apenas 0 0sso e 0 conduto

auditivo externo.



MELO, ANTONIO ANTUNES Efeito da mitomicina C intratimpanica no desenvolvimento colesteatoma....

4.6 Preparo histologico

Nos o0ssos temporais foi realizada uma pequena abertura para prefixagdo com a
solucdo de formol tamponado a 10%. Apés 24 horas, 0s 0ssos temporais foram submetidos a
processo de descalcificacdo por imersdo em solugdo de écido nitrico a 10%, por duas horas,
em estufaa 58°C, sendo em seguida retirados e lavados em agua por duas horas. No processo
de pos-fixagdo, as bulas foram colocadas em estufa por 40 minutos em acool, e 20 minutos
em &cool-xilol e, posteriormente, colocadas em xilol fora da estufa, para entdo, desidratadas,
serem embl ocadas em parafina por 50 minutos.

Em seguida, as pecas foram levadas para corte de 4 um de espessura em micrétomo,
em interval os de cinco cortes com 10 um de espessura, em plano transversal ao da membrana
timpanica. As laminas foram em seguida processadas e coradas com hematoxilina-eosina

(HE), pela técnica de rotina e exame histopatol 6gico.

4.6.1 Andlise histol6gica

Todas as laminas processadas foram submetidas a andlise qualitativa por um
patol ogista experimentado. Na andlise, foram observadas a mucosa e a membrana timpanica
das bulas, avaliando-se o tipo e a intensidade da reacdo inflamatéria, a perfuracdo da
membrana timpanica, presenca ou auséncia do exsudato, da fibrose e do colesteatoma. Em
seguida, as laminas foram posicionadas em um microscopio Olympus® BX50, com objetiva
de 20x, seguida da captura das imagens realizada através do software ATI TV player 6.3, por
meio de uma videocamera Samsung® acoplada (Modelo SHC-410NAD). Foi obtido um total

de 510 microfotografias.
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A andlise morfométrica foi realizada por meio do software de computacéo gréfica
Scion Image for Windows® (Beta 4.0.2), ap0s serem escolhidas 152 microfotografias. Em
cada imagem foram redizadas trés mensuracOes, em locais diferentes, da espessura da
mucosa da bula e da membrana timpéanica. Para efeito de utilizacdo como parametros
quantitativos foram calculadas as médias respectivas, em cada animal, das referidas
espessuras. Com o intuito de avaliar o padrédo de normalidade das espessuras da mucosa da
bula e da menbrana timpéanica foram mortos dois ratos com otomicroscopia de aspecto
normal e que nd haviam sido submetidos a nenhuma manipulacéo cirdrgica, e se procedeu a
mesma sequiéncia de etapas para obtencao de [aminas e microfotografias.

As médias da espessura da mucosa das bulas timpanicas e da membrana timpanica dos
ratos nos quais ndo se realizaram experimentos foram, respectivamente, de 10,85 um e de
12,07 um. A partir da andlise ce sua espessura, a mucosa das bulas timpanicas dos grupos
controle e experimental foi classificada arbitrariamente como normal (= 15 pm), leve (> 15 e
= 50 pm), moderada (>50 e = 100 pm) ou intensa (> 100 pum), utilizando-se para isso a
amplitude de sua variacdo, observada do processo inflamat6rio obtido nos animais. Da mesma
forma, foram classificadas as espessuras das membranas timpanicas em norma E 15 um),
leve (> 15 =20 um) e moderada (> 20 pm).

Foram comparados os achados das orelhas direita e esquerda, com a intengcéo de
verificar o grau de influéncia da mitomicina C no desenvolvimento do processo inflamatério e

na formagdo do colesteatoma nos ratos.
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4.7 Andlise estatistica

Os resultados foram resumidos em médias, desvio-padrdo, medianas e percentagens. A
andlise estatistica foi feita comparando os dois grupos de orelhas. grupo controle (no qual foi
utlizado PG, gentamicina e solucdo fisiolégica) e grupo experimental (recebendo PG,
gentamicina e mitomicina C). O teste “t” de Student para amostras pareadas, o0 teste de
homogeneidade marginal de Stuart-Maxwell e o teste exato de McNemar foram utilizados
para analisar as diferencas entre 0s grupos controle e experimental através do programa de
andlise estatistica Stata 9.2®. O nivel de significancia estatistica utilizado para todos os testes

foi de 5% (p < 0,05).

4.8 Consider acOes éticas

Esta pesquisa seguiu 0s principios que regem o Codigo de Etica experimental e as leis
de protecéo dos animais, de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiadmente aLel n°
9.605 — art. 32, e Decreto r° 3.179 — art. 17, de 21/09/1999, que tratam da questdo do uso de
animais para fins cientificos. Além disso, ®ve aprovacdo integral do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da UFPE, inclusive concordando
com o fato de que a morte dos animais utilizados neste estudo justifica-se por ndo existirem

recursos alternativos para a realizagéo do procedimento cientifico (Anexo 1).
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RESULTADOS
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Os resultados apresentados a seguir foram classificados em qualitativos e
guantitativos. Na avaliacdo qualitativa, estédo descritos os achados histopatol 6gicos nos grupos
controle e experimental, enquanto que na quantitativa, estéo os resultados que puderam sofrer
mensuracao e consequiente andlise estatistica. Podem ser observadas fotomicrografias (Figuras
3 e 4) dos ratos que ndo sofreram manipulacdo cirdrgica e que serviram como parametro de
normalidade da mucosa da bula e da membrana timpanica, bem como dos animais dos grupos
controle (Figuras 5, 8, 10, 12, 14 e 15) e experimenta (Figuras 6, 7, 9, 11, 13, 16, 17, 18 e

19).

5.1 Resultados qualitativos

Em relacdo a andlise histologica realizada nos grupos controle e experimental, estéo

descritas a seguir as suas caracteristicas:

5.1.1 Grupo controle

Os achados microscopicos no grupo controle foram de processo inflamatério da
mucosa da bula timpanica, com caracteristicas de agudo e de crénico, porém com predominio
de intensidade entre 0 que se considerou norma e leve em oito animais. O processo
inflamatério agudo se caracterizou por grande quantidade de neutréfilos, aém de, em algumas
laminas, verificar-se a presenca de histidcitos xantomatosos, que sao células resporsaveis pela
atividade fagocitaria. Contudo, o predominio nos animais deste grupo foi de infiltrado
mononuclear com linfocitos e plasmaocitos.

O epitélio observado nos animais foi colunar ciliado. O colesteatoma, que neste estudo

se define como a presenca do epitélio escamoso estratificado queratinizado, esteve presente
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em sete animais. Havia fibrose na lamina propria da mucosa e também foi observada
neoformacgdo e congestdo vascular em oito animais. Nos dois grupos estudados foram
observadas, em quatro casos, erosdes Osseas e a presenca de calcificagbes distréficas na
parede das bulas. Nao foram detectadas fistulas ou erosdes cocleares. O exsudato inflamatorio
esteve ausente em oito animais deste grupo, porém, quando se fez presente, foi
caracteristicamente pio-hemorrégico, apresentando-se, também, em um dos animais, com
células de linhagem mononuclear. A membrana timpanica dos animais deste grupo, ao fina
do experimento, apresentou as camadas externa epitelial, 1&mina propria e interna nucosa

bem delimitadas, e observouse apenas uma perfuracéo.

5.1.2 Grupo experimental

No grupo experimental, o estudo da mucosa da bula impénica revelou, em sete
animais, intenso processo inflamatério, apresentando caracteristicas de agudo e de cronico.
Também estiveram presentes os higtiécitos xantomatosos. A fibrose acentuada na lamina
prépria da mucosa da bula timpéanica e a intensa neoformacdo vascular estiveram presentes
em nove animais. Ademais, o col esteatoma esteve presente em nove casos.

Observouse a presenca de exsudato em sete dos animais estudados, que foi
caracteristicamente pio-hemorrégico e mais intenso do que no grupo controle. A membrana
timpanica da maioria dos animais deste grupo apresentou as camadas externa epitelial, lamina
prépria e interna mucosa bem delimitadas, porém se observaram perfuragdes em cinco delas.
No entanto, em trés animais as membranas timpanicas apresentaram processo inflamatorio

com espessamento de leve a moderado.
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5.2 Resultados quantitativos

Os Gréaficos 1 a 9 e as Tabelas 1 a 9 apresentados a seguir representam os dados
relativos a andlise estatistica dos 11 animais que foram submetidos ao experimento dos
grupos controle e experimental. E importante ressatar que, dos 24 animais do grupo original,
13 foram perdidos, devido a morte dos mesmos durante o periodo de 10 semanas que
antecedeu a coleta das bulas timpanicas.

Houve uma variagdo no nimero de pares de animais nos quais foram analisados os
diversos aspectos estudados no experimento. 1sso se deve ao fato de, em véarias das bulas
timpanicas, ndo ter sido possivel observar a mucosa da bula e as membranas timpanicas com
precisdo, devido aos artefatos ocorridos na manipulacéo histol6gica das mesmas e, portanto, a
mensuracdo, apesar de realizada, ndo seria confiavel. Como conseqliércia, esses resultados
foram eliminados da andlise estatistica, para ndo ser introduzido um viés que pudesse
influenciar as conclusdes deste trabal ho.

A presenca do colesteatoma, do exsudato e da fibrose pdde ser observada nos 11 pares
de orelhas dos ratos (Anexo 2). Contudo, em relacdo a observacdo do espessamento da
mucosa, foi possivel realizar uma observagéo acurada em nove pares de orelhas, e em relacéo

a membrana timpanica, apenas em seis pares (Anexo 3).
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Tabela 1. Principais parametros avaliados da espessura da mucosa das bulas timpanicas nos

grupos controle e experimental.

Espessura da mucosa da bula timpanica

(em micrémetros)

n Média Desvic- Valor Valor Mediana
padré&o minimo maximo
Grupo Experimental 9 205,60 153,30 29,50 564,90 152,30
Grupo Controle 9 27,24 24,84 6,46 85,41 16,34
Diferenca das médias 178,33

Teste“t” de Student para amostras pareadas: p = 0,004 (significancia de 5%);
" Interval o de 95% de confianca paraa diferenca das médias: 76,83 a 279,82

600+

500 L
(em micrémetros)

400+

3007

200+

1001

Grupo Controle

Grupo Experimental

[l Média B Desvio-padrdo EEspessura maxima BEspessuraminima B Mediana

Gréfico 1. Principais parémetros avaliados da espessura da mucosa das bulas

timpanicas nos grupos controle e experimental.
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Tabela 2. Distribui¢do da espessura da mucosa das bulas timpéni cas nos grupos controle e experimental.

Espessura da mucosa da bula timpanica

(em micrémetros)

Grupo Controle Grupo Experimental
n n
Normal (= 15) 3 0
Leve (> 15 e = 50) 5 1
Moderado (> 50 e = 100) 1 1
Intenso (> 100) 0 7
Total 9 9

Teste de homogeneidade margina de Stuart?Maxwell: p =0,038 (significancia de 5%)

80

70 _
(em micrémetros)

Grupo Controle Grupo Experimental

ENORMAL B LEVE EMODERADA B INTENSO

Gréfico 2. Distribuicdo do grau de espessura da mucosa das bulas timpanicas
Nos grupos controle e experimental .



MELO, ANTONIO ANTUNES Efeito da mitomicina C intratimpanica no desenvolvimento colesteatoma....

Tabela 3. Principais parametros avaliados da espessura das membranas timpénicas nos

grupos controle e experimental .

Espessura da membrana timpéanica

(em micrébmetros)

n Média Desvio Valor Valor Mediana
padr&o minimo maximo
Grupo Experimental 6 14,99 8,12 7,00 29,38 13,89
Grupo Controle 6 12,05 8,43 5,07 24,14 7,92
Diferenca das médias 2,95

Teste“t” de Student paraamostras pareadas: p = 0,371 (ndo significante ao nivel de 5%);
(‘'Intervalo de 95% de confianca para a diferenga das médias: -4,76 a 10,66)

(em micrémetros)

Grupo Controle Grupo Experimental

EMédia B Desvio-Padrdo [E Espessamento minimo
B Espessamento méximo @ Mediana

Gréfico 3. Principais parametros avaliados da espessura das membranas timpanicas
Nnos grupos controle e experimental .
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Tabela 4. Distribui¢do da espessura das membranas timpanicas nos grupos controle e experimental.

Espessura das membranas timpéanicas

(em micrémetros)

Grupo Controle Grupo Experimental
n n
Normal (= 15) 4 3
Leve (> 15e=20) 0 2
Moderado (> 20) 2 1
Total 6 6

Teste de homogeneidade margina de Stuart?Maxwell: p = 0,223 (ndo significante ao nivel de 5%)

70+

(percentual)

NN NN NN

Grupo Controle Grupo Experimental

ENORMAL BLEVE EMODERADO

Gréfico 4. Distribuichio da espessura da membrana timpanica nos

grupos controle e experimental.
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Tabela 5. Distribuicdo da integridade das membranas timpénicas analisada através da otomicroscopia nos

grupos controle e experimental.

Integridade da membrana timpéanica

Grupo Controle Grupo Experimental Total
n n n
Integra 8 4 12
Presenca de perfuracéo 1 5 6
Total 9 9 18

Teste exato de McNemar: p=0,219 (ndo significante ao nivel de 5%)

(percentual)

Grupo Experimental

Grupo Controle

BINTEGRA BPERFURACAO

Gréfico 5. Distribuicdo da integridade das membranas timpéanicas analisada

através da otomicroscopia nos grupos controle e experimental.
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Tabela 6. Distribuicdo das otomicroscopias nos grupos controle e experimental.

Otomicroscopia

Grupo Controle Grupo Experimental Total
n n n
Normal 2 0 2
Opacificagdo 6 3 9
Perfuracéo 1 5 6
Hiperemia 0 1 1
Total 9 9 18

Teste de homogeneidademarginal de Stuart?Maxwell: p =0,262 (ndo significante ao nivel de 5%)

70+

(percentual)

Grupo Controle Grupo Experimental

NORMAL B OPACIDADE HPERFURAGAO BHIPEREMIA

Gréfico 6. Distribui¢&o das otomi croscopias nos grupos control e e experimental.
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Tabela 7. Distribui¢do da presenca de exsudato na bulatimpéanica nos grupos controle e experimental.

Exsudato
Grupo Controle Grupo Experimental Valor dep
n n
Presente 3 7 0,125
Ausente 8 4
Total 11 11

Teste exato de McNemar: p = 0,125 (ndo significante ao nivel de 5%)

80+ (percentual)
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60

50

40

30

20

ANAVAVANA VA NN
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Grupo Controle Grupo Experimental

B PRESENTE BAUSENTE

Gréfico 7. Distribuicéo da presenca de exsudato na bula timpanica nos grupos controle

e experimental.
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Tabela 8. Distribui¢do da presenca de col esteatoma na bula timpénica nos grupos control e e experimental .

Colesteatoma

Grupo Controle Grupo Experimental Valor dep
n n
Presente 7 9 0,687
Ausente 4 2
Total 11 11

Teste exato de McNemar: p = 0,687 (n&o significante ao nivel de 5%)

(percentual)

NN N NN

Grupo Controle Grupo Experimental

BPRESENTE BAUSENTE

Grafico 8. Distribuicdo da presenca de colesteatoma na bula timpanica nos grupos

controle e experimental.
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Tabela 9. Distribuigdo da presenca de fibrose na mucosa da bula timpéni ca nos grupos controle e experimental .

Fibrose
Grupo Controle Grupo Experimental Valor de p
n n
Presente 8 9 1,000
Ausente 3 2
Total 11 11

Teste exato de McNemar: p = 1,00 (ndo significante ao nivel de 5%)

(percentual)

NN N NN NN

Grupo Controle Grupo Experimental

W PRESENTE B AUSENTE

Gréfico 9. Distribuicdo da presenca de fibrose na mucosa da bula timpénica nos grupos

controle e experimental.
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Figura 3. Fotomicrografia da membrana timpanica de rato normal BT = luz da bula
timpénica; CAE = conduto auditivo externo; seta fina= membranatimpéanica; e setagrossa
= martel0). Hematoxilina-eosina (aumento 100Xx).

Figura4. Fotomicrografia de mucosa da bula timpénica de rato normal (BT = luz da bula
timpénica; seta fina = mucosa da bula timpanica; e seta grossa = parede dssea da bula
timpanica). Hematoxilina-eosina (aumento 100x).
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Figura5. Fotomicrografia de mucosa da bula timpanica de rato do grupo controle (seta fina =
epitélio colunar ciliado simples; seta grossa = |amina propria infiltrada com células
mononucleares; e BT = luz da bula timpénica). Hematoxilina-eosina (aumento 400x).

Figura6. Fotomicrografia de mucosa da bula timpénica de rato do grupo experimental (BT =
luz dabulatimpanica; setafina= queratinaem descamagao; seta grossa = epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado [colesteatoma); seta curva = |amina prépria com espessamento
intenso; e circulo = parede 6ssea da bula timpanica). Hematoxilina-eosina (aumento 100x).



MELO, ANTONIO ANTUNES Efeito da mitomicina C intratimpénica no desenvolvimento colesteatoma....

(T
Py ANy WA i’-&:‘ 4*}
para R Jf‘ﬁ?;}',t’,

Figura 7. Fotomicrografia anterior em aumento 200x. Mucosa da bula timpanica de rato do grupo
experimental (BT = luz da bula timpénica; seta fina = queratina em descamacdo; seta grossa = epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado; e seta curva = lamina prépria com espessamento e fibrose
intensos). Hematoxilina-eosina.

Figura 8. Fotomicrografia da membrana timpénica de rato do grupo controle 8T = luz da bula
timpanica; CAE = conduto auditivo externo; circulo = parede éssea da bula timpénica; seta fina =
membrana timpénica espessada, e seta grossa = epitélio do conduto auditivo externo com glandulas
sebéceas e queratinaem descamagado). Hematoxilina-eosina (aumento 200x).
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Figura 9. Fotomicrografia da membrana timpénica de rato do grupo experimental BT = luz da bula
timpanica com exsudato inflamatério; CAE = conduto auditivo externo; seta grossa = membrana
timpéanica espessada com descamag&o de queratina na sua camada mucosa interna; e seta fina = epitélio

do conduto auditivo externo). Hematoxilina-eosina (aumento 200x).

- ‘.-

Figura10. Fotomicrografia de bula timpanica de rato do grupo controle mostrando actimulo intenso de
gueratina em descamacdo e exsudato inflamat6rio em seu interior (seta fina = queratina; seta grossa =
exsudato inflamat6rio; e BT = luz da bula timpénica). Hematoxilina-eosina (aumento 100x).
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Figura 11. Fotomicrografia de membrana timpénica de rato do grupo experimental mostrando
colesteatoma com descamagdo de queratina e presenca de exsudato inflamatério (BT = luz da bula
timpénica; seta grossa = queratina em descamagdo; seta fina = martelo; e seta curva = exsudato
inflamatério). Hematoxilina-eosina (aumento 200x).

Figura12. Fotomicrografia da mucosa da bula timpanica de rato do grupo controle (seta fina = |amina
propria espessada por edema com afluxo de células inflamatérias; seta grossa = epitdlio da bula
timpénica; BT = luz da bula timpanica; circulo = parede éssea da bula timpénica). Hematoxilina-eosina
(aumento 100x).
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Figura 13. Fotomicrografia de mucosa de bula timpanica de rato do grupo experimental mostrando
fibrose intensa e exsudato (seta curva = fibrose ra mucosa; seta grossa = parede éssea da bula
timpénica; seta fina = exsudato inflamatério; e BT = luz da bula timpéanica). Hematoxilina-eosina

(aumento 100x).

Figura 14. Otomicroscopia de rato do grupo controle (aumento 10x): membrana
timpanicanormal (PF = parte flacida; PT = parte tensa; e M = cabo do martelo).
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Figura 15. Otomicroscopia de rato do grupo controle (aumento 10x): membrana
timpénicaopaca (PT = partetensa; e M = cabo do martel0).

| ki

Figura 16. Otomicroscopia de rato do grupo experimental (aumento 10x):
membrana timpénica opaca e abaulada pela presenca de fluido na orelha média
(PF = parte flacida; e PT = parte tensa).
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Figura 17. Otomicroscopia de rato do grupo experimental (aumento 10x):
membrana timpanica opaca e retracéo leve (PF = parte flacida; PT = parte tensg;
eM = cabo do martelo).

Figura 18. Otomicroscopia de rato do grupo experimental (aumento 10x):
membrana timpanica perfurada (PERF) e presenca de otorréia (OT).
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Figura 19. Otomicroscopia de rato do grupo experimental (aumento 10x):
membrana timpanica(MT) perfurada e presencade otorréia (OT).
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DISCUSSAO
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Os resultados discutidos a seguir revelaram diferencas com significancia estatistica na
atividade inflamatéria entre os grupos controle e experimental, porém, como pode ser
observado, os outro paréametros estudados ndo sofreram modificagbes. A andlise desses
resultados e a elucidacéo das suas possiveis causas s 0s objetivos da discussio subseqguiente.

Conforme se observa na Tabela 1 e no Gréfico 1, houve intensa atividade inflamatoria
no grupo experimental, causada pelo uso da MMC em conjunto com o PG, a qual chegou a
atingir 7,5 vezes os resultados obtidos no grupo controle, em relacdo a espessura da mucosa.
A diferenca observada da média da espessura da mucosa entre os dois grupos, igual a 178,33
um, apresentou significancia estatistica (teste “t” de Student para amostras pareadas.
p = 0,004), podendo-se inferir que, de fato, houve um forte estimulo a atividade inflamatéria
causada pela presenca da MMC na orelha média dos ratos do grupo experimental. 1sso ainda
se torna mais evidente quando se compara a espessura da mucosa da bula timpanica (10,85
um) (Figura 4), obtida através da medicdo deste pardmetro em orelhas de ratos, sem a
manipulacdo das mesmas, com as médias observadas nos grupos controle (27,24 um) (Figuras
5 e 12) e experimental (205,60 um) (Figura 13), e que foram, respectivamente, 2,5 vezes
maior para o primeiro, e 19 vezes para o segundo.

No grupo experimental, as alteracOes consistiram em intenso infiltrado inflamatorio,
no qual se observou a presenca de células caracteristicas tanto de inflamagdo aguda como de
crénica. Os neutréfilos polimorfonucleares estiveram presentes em grande parte dos animais
desse grupo, caracterizando um processo inflamatério agudo acompanhado de exsudato pio-
hemorragico. Porém, foi observada também a presenca de células caracteristicas de
inflamacéo cronica, como os linfocitos, os plasmacitos e os histiocitos xantomatosos.

No grupo controle, os achados histopatol 6gicos, apesar de também exibirem padrfes
de inflamacdo aguda, foram mais brandos, e predominaram as caracteristicas proprias dos

processos inflamatdrios cronicos. Esses achados sdo comparaveis aqueles obtidos por
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Massuda e Oliveira, que encontraram, em um grupo de ratos submetidos a inducdo de
colesteastoma com biomembrana de latex, resultados semelhantes®®. Sennaroglu e
colaboradores encontraram, no seu grupo controle, inflamagdo intensa na mucosa da orelha
média em 78% dos ratos submetidos a estimulo com o PG a 50%, porém neste estudo néo foi
observado esse grau de inflamac&o ro grupo controle'®. Essa discrepancia pode dever-se &
diferenca em relacdo a forma de quantificar a inflamagéo, a qual néo ficou clara no trabaho
citado.

E importante ressaltar que, na maioria dos estudos analisados na literatura, ndo houve
mencao a quartificacéo da atividade inflamatéria pela mensuracéo da espessura da mucosa da
bula ou da membrana timpénica. Comumente, os estudos fazem uma andise apenas
semiquantitativa, estabelecendo critérios visuais arbitrérios para definir o grau da inflamagdo
daguelas estruturas. Neste estudo, ao contrario, as mensuracdes tiveram lugar por meio do
programa Scion Image® e puderam sofrer uma andlise estatistica mais apurada, o que fornece
maior credibilidade as observactes realizadas.

Em ratos submetidos a injecdo transtimpéanica de antigenos bacterianos do tipo
polissacarideos- peptideoglicanos e de lipopolissacarideos, foi observada a ativacéo da cascata
do complemento pelas vias classica e aternativa, levando a ativagdo da toxicidade por
macréfagos e a reabsorcdo de 0sso, constatando-se, ainda, a producdo de radicais livres de
oxigénio, 6xido nitrico e eicosandides, todos importantes mediadores de inflamac&o'®®. Uma
acaéo comparavel talvez tenha lugar neste estudo, uma vez que o PG pode ser responsavel por
provocar um processo inflamatorio semelhante no grupo controle e que tenha sido
potencializado pela agdo da MMC no grupo experimental.

Quando se observam a Tabela 2 e o Gréfico 2, que apresentam a distribui¢do do grau
de espessura (categorizado) da mucosa das bulas timpanicas nos dois grupos, e que reflete a

atividade inflamatdria, h& a constatacéo da diferenca importante entre eles, a qual apresentou
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significancia estatistica (teste de homogeneidade marginal de Stuart? Maxwell: p = 0,038).
Enquanto no grupo controle ha predominancia da atividade inflamatdria entre normal e leve
(oito animais), no grupo experimental esta €, magjoritariamente, intensa (sete animais).

Esse resultado, associado ao encontrado na Tabela 1, revela que o uso da MMC em
conjunto com o PG provocou uma intensa atividade inflamatéria, mesmo levando-se em
consideracdo que os animais foram mortos apenas apds dez semanas da Ultima aplicacédo
intratimpanica das solugdes nas suas orelhas médias. Esse periodo foi definido porgue haveria
uma depuragdo natural dos processos inflamatérios agudos, com tendéncia a se observar
agueles com caracteristicas de cronicidade proprios do intervalo de tempo em questao.

Alguns autores realizaram trabalhos semelhantes, porém optaram por periodos de
intervalo para a morte dos animais e coleta das bulas timpanicas de no maximo seis semanas,
por acreditarem ser este o tempo suficiente para observar a formago de colesteatomas'®t’. O
prazo de dez semanas, definido neste estudo, apesar de ter sido importante para observar
reacOes histopatol0gicas tardias, teve a desvantagem da perda de vérios animais, limitando a
populacdo final estudada.

Neste estudo foi escolhida a concentragcéo de 0,5 mg/mL da MMC, com base em
referéncias de pesquisas que relataram ndo haver lesdes teciduais no nivel de mucosa com
essa concentracdo™%’. Reforcando essa opcdo, que é uma concentracdo bastante usada
daguela droga, foram evitadas concentracbes maiores, pois ha relatos de que causaram
otorréia na orelha média de cobaias, anteriormente, em outros experimentos, sugerindo
toxicidade'%*.

Seria importante, contudo, esclarecer se houve apenas a associacdo dos efeitos da
MMC com o PG, como causadores do processo inflamatorio, ou se, por outro lado, houve um
verdadeiro efeito sinérgico entre as drogas. Nao foi encontrada na literatura nenhuma

informacdo que apontasse nessa direcdo, mas também ndo houve evidéncias demonstrando o
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contrério. E possivel, porém, que o desenho do estudo, que consistiu em trés injecdes
intratimpéanicas seguidas, tenha sido muito agressivo e, portanto, causador dos resultados
obtidos.

Outra hipétese vidvel € que a mucosa da tuba auditiva no grupo experimental também
estivesse mais edemaciada do que no grupo controle. Dessa forma, seria propiciado um
processo inflamatdrio mais intenso na mucosa da bula timpénica, ocasionado por uma menor
tensdo parcial de oxigénio, que culminaria na geracdo de um microambiente com tendéncia a
baixo pH e suscetibilidade & infecgéo, levando a uma retroalimentagéo positiva do mesmo.

Isso também levaria a um acimulo de PG por mais tempo, elevando assim sua
possibilidade de causar toxicidade local, proporcionalmente, em relagdo ao grupo controle.
Esses efeitos sobre a mucosa devem ser levados em consideracdo, uma vez que ha estudos
gue mostram que vérios antibioticos podem, eventualmente, provocar inflamacéo grave se
postos em contato com a orelha média e também levar a ototoxicidade no nivel da orelha
interna’®.

Ha, também, relato da alteracdo dos potenciais auditivos do tronco cerebral com a
utilizacdo da MM C em concentragdes acima de 0,25 mg/mL, quando utilizada topicamente na
orelha média de ratos, o que, provavelmente, evidencia lesdo no nivel da orelha interna®®.
Uma preparagdo comercial de gotas topicas de antibitticos, por exemplo, contendo
neomicina, polimixina B e hidrocortisona provocou ototoxicidade coclear em chinchilas,
confirmada pela realizacdo de eletrococleografial®®.

E importante ressaltar que a ototoxicidade provocada por antibi6ticos na orelha média
de humanos € menos provavel de ocorrer do que em roedores. Em humanos: 1. as estruturas
em volta da membrana da janela redonda sdo mais complexas e esta é mais espessa; e 2. a

doenca da orelha média que inclui a presenca de tecido granulomatoso, espessamento e

fibrose da sua mucosa tendem a impedir que as gotas tdpicas penetrem na orelha interna®'®.
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No entanto, essa preocupacdo deve sempre estar presente ao se utilizar drogas na orelha
meédia, principa mente quando os estudos passam a ser realizados in anima nobili.

Uma das maneiras de evitar o efeito topico das drogas sobre a mucosa seria induzir o
colesteatoma por meio de outro modelo experimental em gue ndo fosse utilizado o PG. Um
dos varios modelos possiveis seriainduzir o colesteatoma com biomembranas de |&tex, o que,
aprioristicamente, deixaria a orelha média livre de outras drogas, permitindo que os efeitos se
concentrassem exclusivamente na agdo da MMC. Ainda como possibilidade, colesteatomas
poderiam ser induzidos pela obliteracdo da tuba auditiva e aplicagdo da MMC na orelha
média dos animais.

Na Tabela 3 e no Gréfico 3, nos quais sao apresentados os resultados da avaliagédo da
espessura da membrana timpanica, ndo foram observadas diferencas com significancia
estatistica entre os dois grupos (teste “t” de Student para amostras pareadas: p=0,371).
Contudo, h& que se referir ter havido um discreto aumento, de 24,4%, da espessura da
membrana timpani ca entre os dois grupos, a favor do grupo experimental.

Comparando-se a média da espessura da membrana timpanica de ratos (12,07 pum)
comas médias obtidas nos grupos controle (12,05 um ) e experimental (14,99 um), verificou-
se que, em relacdo aquele, foi praticamente igual, porem foi 24,2% menor em relacdo a este.

Os vaores maximos da espessura da membrana timpanica foram de 24,14 um e de
29,38 um, para os grupos controle e experimental, respectivamente, 0 que corresponde a uma
variagdo aproximada de 100 a 143% da espessura daquela nos ratos em gque ndo houve
manipulacéo experimental. Achado semelhante foi observado por Larsson e colaboradores, os
guais observaram que houve aumento da espessura da membrana timpanica, principamente
da camada fibrosa, praticamente dobrada por um aumento de fibras colagenas, em gerbilos da

Mongdlia submetidos & inducdo de colesteatoma pela ligadura do conduto auditivo externo*!.
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Podem ser observados os diversos aspectos histolégicos das membranas timpanicas
dos ratos, sgjam de um espécime normal (Figura 3), sgjam daqueles oriundos do grupo
controle (Figura 8) e do grupo experimental (Figura 9). E nitida a diferenca que existe entre
uma membrana timpanica normal, que se apresenta delgada e sem inflamacdo, e uma dos
outros grupos referidos, em que se nota espessamento importante.

Na Tabela 4 e no Gréfico 4 podem ser observadas a distribuicdo da espessura
(categorizada) das membranas timpanicas nos grupos controle e experimental, indicando néo
ter havido diferenca com significancia estatistica entre eles (teste de homogeneidade marginal
de Stuart? Maxwell: p = 0,223). Esses dados sugerem, mais uma vez, que o periodo utilizado
para a morte, coleta das bulas timpanicas e seu estudo segja reamente tardio, pois ao se
andisar os dois grupos, em conjunto, observa-se que em nove animais as membranas
timpéanicas estdo normais ou com espessamento leve, e em apenas trés deles existe
espessamento moderado.

Estudo realizado por Masaki e colaboradores mostrou que as membranas timpanicas
de chinchilas, apés a introducéo, na orelha média destas, de gotas topicas contendo sulfato de
neomicina, polimixina B, hidrocortisona e PG, ®freram, a partir de dois dias, intensas
alteracBes, com a completa destruicdo das camadas epidérmica e mucosa, seguida de rgpida
reepitelizacdo e hiperplasia de todas as trés camadas apds trés semanast!?. Outro aspecto a
tratar concerne as alteragctes que sofreram as membranas timpanicas no estudo citado, nas
guais houve ruptura das fibras coldgenas na camada fibrosa e invasdo de epiderme
hiperpl 4sica com o desenvolvimento de perfuragdes'*2.

Através dessas perfuracbes pode ocorrer, em humanos, como ja demonstrado, o
crescimento da camada epitelial externa da membrana timpénica para dentro da orelha média,
e 0 consegiiente desenvolvimento do colesteatoma, como referido por Palva e Johnsont™2.

Também foi observado, em membranas timpanicas de chinchilas, que essas ficam intactas,
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mas estruturalmente alteradas, apds o uso do PG a 50% na sua orelha média, e seria por essa
via que se formariam os colesteatomas nos animais submetidos a esse modelo experimental®®.
Essa observacdo também foi feita por Wright e colaboradores, ao estudarem a microestrutura
das membranas timpanicas de chinchilas submetidas a aplicacdo de PG a 50% a partir da
orelha média”™. Nelas, ficavam nitidas essas falhas, com a subseqgiiente migracio de céulas
epidérmicas por meio da camada fibrosa’®. Huang e colaboradores observaram em seu estudo,
inclusive, a presenca de um microcol esteatoma na membrana timpanica de um dos animais’®.

NaTabela5 e no Gréfico 5 é apresentada a distribuic¢éo da integridade das membranas
timpanicas nos grupos controle e experimental, avaliadas através da otomicroscopia. Foi
observado que, no grupo controle, ao fina do estudo, as membranas timpanicas se
apresentaram integras (oito animais), ao contrario das do grupo experimental (quatro
animais). Contudo o resultado indica que a diferenca entre as propor¢des das membranas
timpénicas integras e daquelas com perfuracdo ndo foi estatisticamente significante (teste
exato de McNemar: p=0,219). Esse achado sinaliza que ha uma tendéncia a cicatrizacdo
espontanea das membranastimpanicas apds o intervalo de tempo ja referido, mesmo no grupo
em gue se utilizou a MMC, droga que em véarios estudos € utilizada, precipuamente, para
manter perfuracdes timpanicas produzidas propositalmente patentes™ % % 97. 101,

Na Tabela 6 e no Gréfico 6 pode ser observada a distribuicdo das otomicroscopias de
forma mais detalhada, realizadas nos grupos controle e experimental, e o resultado do teste de
homogeneidade marginal de Stuart?Maxwell (p=0,262) indicou ndo haver diferenca com
significancia estatistica entre eles.

Os resultados das otomicroscopias foram categorizados em: 1. membrana timpanica de
aspecto normal; 2. apresentando opacificagdo; 3. com perfuragdo (com ou sem otorréia
associada); e 4. apresentando hiperemia. Nas Figuras 14 a19 podem ser observados os

diversos aspectos das otomicroscopias referidos.
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No grupo controle, duas orelhas estavam com aspecto normal, enquanto que a maioria
apresentou alteragdes, como opacificacdo (seis animais) e perfuragdes timpanicas (um
animal). No grupo experimental, por sua vez, todas as membranas timpanicas estavam
ateradas, exibindo um dos aspectos seguintes. opacificagdo (trés animais), hiperemia (um
animal) ou perfuracéo (cinco animais).

Ja foi observado, por Santos e colaboradores, em estudo em ratos nos quais foi
induzida a miringoesclerose, que a relacdo entre a otomicroscopia e os achados histol 6gicos
foi confidvel''*. Na pesquisa aqui empreendida, uma vez que as alteracdes otomicroscopicas
poderiam ser um reflexo do processo inflamatério ao nivel da mucosa, e dado que no grupo
experimental essas foram mais pronunciadas do que no grupo controle, existe a suspeita de
uma tendéncia, que ndo teve confirmacdo estatistica, porém para a qual ha plausibilidade
tedrica.  Caso 0 numero de animais estudado fosse maior poderia ser, eventuamente,
observada diferenca com significancia estatistica entre os dois grupos, uma vez que um
processo inflamatorio mais prolongado e intenso levaria com maior probabilidade a alteragtes
também no nivel das membranas timpanicas.

Em relacdo as alteracOes otomicroscopicas, essas poderiam ter sido classificadas, mais
detalhadamente, em relacdo aos aspectos observados, como por exemplo: opacificacéo leve e
intensa, perfuragdes timpanicas pequenas e amplas e ainda com ou sem otorréia. Porém,
devido ao pequeno nimero de casos, provavel mente ndo agregariam informagdes adicionais a
este estudo, e por isso foi utilizada uma classificagdo mais sintética.

Se os dois grupos forem analisados em conjunto, das 18 orelhas estudadas apenas
duas se mantiveram normais. Em estudo realizado por Antunes, no qual utilizou o PG a 100%
na orelha média de cobaias, as ateracdes otoscopicas estiveram presentes na grande maioria
das orelhas estudadas, estando ausentes em apenas 7,5% delas, 0 que coincide com os achados

deste estudo'®. Esse autor encontrou ainda como ateracdo otoscopica preponderante a
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opacificacdo e a formacdo de cerume, principalmente no seu grupo experimental, as quais
atribuiu ao uso do &cido trans-retindico™®. Ja neste trabalho, a opacificacdo e a presenca da
perfuracdo da membrana timpanica foram os achados predominantes, respectivamente em
nove e seis dos animais estudados. Em relacdo a perfuracdo timpanica, Antunes observou,
ainda, em seus grupos controle e experimental, respectivamente as cifras de 12,9% e 10,3%°.
No presente estudo, houve coincidéncia no valor do grupo controle, que foi de 11,1%, porém
foi encontrada diferenca no grupo experimental, que foi de 55,6%. E possivel que o uso da
MMC sgjaresponsavel por essa diferenca mantendo as perfuragdes timpanicas patentes.

A Tabela 7 e o Gréfico 7 tratam da presenca do exsudato na mucosa das bulas
timpanicas, indicando néo ter havido diferenca com significancia estatistica entre os grupos
controle e experimental (teste exato de McNemar: p = 0,125). Esse resultado revela um
comportamento extremamente semelhante entre os grupos, apesar da diferenca que houve no
grau de inflamagdo da mucosa. A presenca de exsudato foi observada em trés animais no
grupo controle (Figura 10), e em sete no grupo experimental (Figura 11), nas orelhas
estudadas. Contudo, observouse que a intensidade e a exuberancia dos exsudatos presentes
neste foram maiores do que dos naquele. Este achado possivelmente reflete a maior atividade
inflamatdria presente no grupo experimental, ja mencionada anteriormente. Estudos postulam
gue a infeccdo parece ser um fator favorecedor da formacdo dos colesteatomas. Hessling e
colaboradores, por exemplo, mostraram que a presenca de endotoxinas de lipopolissacarideos,
potentes indutores de inflamagdo e moduladores de resposta imune, estimula fortemente a
proliferacdo de culturas de epitdlio da orelha média de humanos, bem como dos
queratinécitos, afetando, inclusive, a morfologia destes''®. Grote e colaboradores, ao
estudarem o efeito da adicdo de endotoxina em uma co-cultura formada pela mucosa da
orelha média e da epiderme meatal de ratos, observaram que houve retardo da proliferacéo

daquela sobre esta, em relagdo ao seu grupo controle, sugerindo que ela pode modificar o
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a*'®. Vennix e colaboradores demonstraram

processo de cicatrizagdo natural na orelha médi
gue implantes de pele na orelha média de ratos foram bem tolerados, podendo se tornar parte
da mucosa ou cistos epiteliais, porém quando sobreveio infeccdo observou-se a inducéo de
um crescimento expansivo dagueles, podendo sugerir comportamento semelhante ao da
matriz colesteastomatosa®'’.

Muitos autores preferem usar como modelo experimental, para a formagdo dos
colesteatomas, a injecao de drogas através da bula timpanica, com o objetivo de néo danificar
a membrana timpanica, com a consequente possibilidade da sua inducéo a partir do conduto
auditivo externo”**%2L™ O modelo utilizado, neste estudo, foi a inducdo dos colesteatomas
através da injecdo intratimpanica de PG, tendo como principa objetivo o de verificar a
influéncia da MMC sobre estes, para a qual havia uma expectativa de modulacdo negativa,
pela inibicdo da atividade dos fibroblastos. Assim, ndo se considerou fundamental que
inducdo, obrigatoriamente, fosse realizada através da bula timpéanica. Conforme sugerem os
resultados observados a seguir, em relacdo a formacéo de colesteatoma, ndo houve prejuizo
com essa escolha e, inclusive, € um modelo que pode ser adotado, uma vez que a maioria das
menmbranas timpanicas estava integra ao final do experimento.

Quanto a presenca do colesteatoma verificada em sete animais (Figuras 6, 7, 9, 10 e
11), no grupo controle, demonstrados na Tabela 8 e no Gréfico 8, estdo em nivels semelhantes
a varios outros publicados na literatura mundial. Sennaroglu e colaboradores encontraram,
com o0 uso do PG a 50% em orelha média de ratos, a presenca de 33% em seu grupo
controle’®; Massuda e Oliveira encontraram, respectivamente, 80% e 90% de positividade
para a formagédo do alesteatoma, usando ponte de biomembrana de latex com PG e apenas
ponte de biomembrana de latex, colocadas entre o conduto auditivo externo e a orelha média,

pela criacdo de uma perfuracdo na membrana timpanica de ratos®®; Huang e colaboradores,

utilizando o PG em concentragdes de 50 e 100% em ratos, encontraram, respectivamente,
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46% e 83% de positividade para o colesteatoma’®; Antunes referiu que observou colesteatoma
em 75% das orelhas médias das cobaias em que usou PG a 100%°.

Neste estudo, a presenca do colesteatoma nos grupos controle (sete animais) e
experimental (nove animais) revelou que o uso da MMC ndo produziu diferenca com
significancia estatistica entre os mesmos (teste exato de McNemar: p = 0,687). Nao houve
diminuicdo na formacdo do colesteatoma; pelo contrario, foi observado, inclusive, um
discreto aumento na sua incidéncia no grupo experimental.

Diversas publicagbes revelam que ndo houve éxito na diminuicdo da formagdo do
colesteatoma, coincidindo com o que se evidenciou nesta pesquisa e que séo relatados a
Seguir.

Pownell e colaboradores, por exemplo, tentaram reduzir a incidéncia da formacéo de
colesteatomas em chinchilas pela aplicacdo, por via sistémica, de ciclofosfamida, agente
alquilante comumente usado como quimioterpico?’. Porém os colesteatomas estiveram
presentes em 50% das orel has estudadas, restando que a droga foi ineficaz para aquele finf?.

Jove e colaboradores, em estudo com chinchilas, em que induziram o colesteatoma na
orelha média com o PG a 90%, ndo obtiveram éxito ao tentar reduzir a sua incidéncia pela
administracdo oral da isotretinoina (acido 13-cis-retindico), tendo em seus grupos controle e
experimental, respectivamente, 33% e 75% de formag&o de colesteatomas'*8.

Da mesma forma, o &cido hialurénico a 1,5% foi utilizado, topicamente, para impedir
a formacdo dos colesteatomas em chinchilas submetidas a introducéo de PG a 60% na orelha
média, porém ndo teve efeito sobre sua formacao, tendo sido obtida uma incidéncia de 70%
no grupo experimental, semel hante ao do seu grupo controle, que foi de 71%"’.

Houve pesquisas nas quais foi alcancado éxito na inibicdo da formagdo do

colesteatoma como as mencionadas em seguida.
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A prednisolona, agente antiinflamatério local, foi utilizada com este fim na orelha
média de ratos tratados com PG, e foi obtido sucesso, diminuindo a incidéncia de 33%, no
grupo controle, para auséncia de formag&o do col esteatoma no seu grupo experimental™®. Essa
droga também esteve associada & diminuicdo da inflamagdo local™. Esses resultados foram
atribuidos a acdo dos corticosterdides, que inibiriam a migracdo dos neutrofilos e dos
monaocitos para o local da inflamagdo, impedindo a formacdo do tecido de granulacéo
inflamatdrio™*.

A utilizacBo do &cido trans-retindico instilado no CAE de cobaias proporcionou
reducdo na incidéncia dos colesteatomas formados na orelha média, induzidos pelo PG, de
70% no grupo controle para 30% no grupo experimental, resultado estatisticamente
significante'®.

Nageris e colaboradores obtiveram reducéo, com significancia estatistica, na formacéo
do colesteatoma realizada pela ligadura do CAE por nove meses em gerbilos da Mongdlia,
utilizando a vitamina A (grupo 1 — 65%), e com o Cortisporin® (hidrocortisona, 10 mg;
sulfato de neomicina, 3,5 mg; e sulfato de polimixina B, 10.000 unidades/mL) (grupo 2 —
60%), na forma de gotas tdpicas, quando comparados com agueles nos quais ndo foi utilizada
nenhuma medicacéo (grupo 3 — 100%)*8.

Minotti e colaboradores realizaram uma pesquisa in vitro na qual mostraram que
espécimes de col esteatomas obtidos de humanos sofriam inibicdo na sua migracdo apds serem
expostos a concentragdes crescentes do acido al-trans-retindico, metabdlito endégeno da
vitamina A encontrado no plasma, e que sofriam reversdo quando esse era retirado'®. Esses
autores kasearam seu estudo nas propriedades da vitamina A de aterar 0 crescimento e a
diferenciacio da pele, e de reverter mudangas tissulares associadas & hiperqueratose™®.

Em estudo no qual foi realizada a inducéo de colesteatomas em bulas timpanicas de

chinchilas usando o PG a 60%, e, depois, utilizado o 5-fluoracil, inibidor da sintese de DNA,
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usado freglientemente como droga quimioterapica, em solucéo topica a 5% no CAE desses
animais, foi observada diminuicdo de sua incidéncia®®. Provavelmente esse efeito ocorreu pela
diminuicdo da proliferagdo e da hiperplasia dos tecidos da membrana timpanica, porém néo
evitou completamente a formag&o dos colesteatomas?.

No presente estudo, foi observada, na realidade, auséncia da influéncia da MMC na
inducéo do colesteatoma, que pode ser analisada pelo prisma da sua agéo bem estabelecida
sobre a proliferacéo do tecido conjuntivo. O colesteatoma é formado por epitélio (matriz) e
tecido conjuntivo (perimatriz) e sua patogenia esta primordia mente relacionada as ateractes
epiteliais (sgja pela teoria da migracéo epitelial, da retracdo ou da metaplasia). Sendo assim, a
acao sobre o tecido conjuntivo poderia ser considerada de carédter secundario, e a explicacao
para a fata de efeito da MMC na inibicdo da inducdo do colesteatoma pode ter sido,
justamente, essa. Assim, acabaram por prevalecer, neste estudo, os efeitos irritativos da
MMC, que causaram reacdo inflamatéria mais intensa sem, contudo, interferir na formagéo
dos col esteatomas.

Foi observada, em alguns dos animais deste estudo, a reabsor¢do éssea no nivel da
bula timpanica, conforme relatado em outras pesquisas?°. Ha relatos de reabsorcdo Gssea
localizada, causada por atividade inflamatéria em que se observou uma densidade aumentada
de osteoclastos'?*. Uma possivel explicacdo é que a inflamagdo, relacionada ao colesteatoma,
induz uma reabsorcéo 6ssea pela liberacdo da osteoprotegerina ligada a partir de células “T”
ativadas e que deflagra a osteoclastogéneset??. Outra explicacdo proposta para esse fendmeno
sugere que haveria uma regulacéo diminuida de osteoblastos a partir da auséncia de proteinas

n&o-col4genas no 0sso da mastdide afetado por colesteatoma®®

. Por outro lado, a inibicdo do
oxido nitrico, radica livre que tem efeitos inibitdrios e estimuladores na reabsorcéo de 0sso e
gue pode ser induzido por citocinas inflamatérias, ndo teve acdo na resposta dos osteoclastos

em um modeo in vivo de colesteatoma, no qua haveria inducdo de reabsorcdo Ossea,
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sugerindo que 0 mecanismo da osteoclastogénese inflamatdria é mediado por outras vias™?“.
Em experimento no qual foi induzida otite média aguda, pela inoculacéo de Streptococcus
pneumoniae, foi observado intenso processo de osteoneogénese pela presenca de osteoblastos
e osteoclastos estimulados pela presenca de metabdlitos do &cido araquidénico, obtidos pelas
vias da lipo-oxigenase e ciclo-oxigenase: leucotrienos e prostaglandinas, cascata de citocinas,
o sistema cdlicrefna-quinina e a cascata de coagulagdo, que chega a durar seis meses'®°.

Na Tabela 9 e Gréfico 9, que tratam da fibrose presente na mucosa da bula timpanica,
houve incidéncia semel hante nos grupos controle e experimental, respectivamente, oito e nove
animais. Contudo, apesar de ndo haver diferenca com significancia estatistica entre eles (teste
exato de McNemar: p = 1,000), observouse fibrose com mais intensidade no grupo
experimental (Figura 13). Esse achado foi, de certa forma, inesperado, pois a MMC,
teoricamente, teria acdo de diminuir a proliferacdo de fibroblastos e a subsequiente fibrose,
porém isso ndo ocorreu. Uma possivel explicagdo € que a atividade inflamatéria, muito
intensa nesse grupo, suplantou os efeitos da MMC sobre os fibroblastos, e a fibrose seguiu
SEu Curso sem ser afetada.

Em muitas das laminas estudadas foi observada a angiogénese com proliferacéo
vascular na lamina propria da mucosa da orelha média, principamente no grupo
experimental, no qual a atividade inflamatéria foi mais acentuada. Fendmeno semelhante
referindo a presenca da neoformagdo vascular, principalmente na perimatriz, proxima as
regies de reacdo inflamatéria aguda e cronica, ja foi relatado na literaturef®.

Uma possivel explicacdo, aventada por Sudhoff e colaboradores, consiste na
identificacéo de que a expressdo e a distribuicdo dos fatores do crescimento angiogénico, em
humanos, na mucosa da orelha média pode estar alterada, tais como: Fator de Crescimento
Vascular Endotelial, Fator de Crescimento Basico de Fibroblastos e Fator de Crescimento de

Transformacgo Alfal?®. Estes permitiriam e sustentariam a migrac&o dos queratindcitos para a
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cavidade da orelha média, desta forma tendo papel importante no padrédo destrutivo do
colesteatoma?®,

Finalmente, cabe uma discussdo sobre a natureza dos colestestomas encontrados e a
sua origem, neste estudo. A andlise das laminas mostrou um padrédo de distribui¢do do tecido
colesteatomatoso préximo a membrana timpanica podendo ser inferida a invasdo da mucosa
da bula timpéanica a partir daquela. Em dois casos do grupo experimental, os colesteatomas
estavam bem préximos a membrana timpanica, indicando a possivel migracéo do epitélio do
CAE como sendo a génese dos colesteatomas encontrados. Esse achado coincide com os
encontrados na literatura e sugere a teoria da proliferacdo de células basais como a
responsével pela presenca do colesteatoma induzido na orelha média dos ratos, neste estudo®®
9. H4, porém, um aspecto que precisa ser mencionado e que foi levantado por Kuijpers e
colaboradores™’. Eles encontraram, por meio de estudos de imuno-histoquimica, a presenca
de metaplasia celular escamosa na orelha média de ratos e de humanos'®’. Esta se
caracterizava pela perda das citoqueratinas relacionadas ao epitélio simples, associada ao
aparecimerto de citogqueratinas relacionadas ao epitélio estratificado queratinizado, indicando
uma verdadeira diferenciacso do epitélio da orelha média'?’. No entanto, embora j& se tenha
descrito, em criangas com otite média, a presenca de ilhas de queratinizacdo epitelial na
mucosa da orelha média através de bidpsia, ndo ha evidéncias clinicas de que a teoria da
metaplasia possa ser responsavel de maneira importante pela formagdo dos colesteatomas em
humanos®’%

Em estudo em humanos, redlizado por Palva e Johnson, foram descritas projecoes
papiliferas da epiderme, estendendo-se profundamente na lamina propria espessada das partes
tensa e fl4cida da membrana timpanica na otite média cronicat*>. Esses achados sugerem que
a patogénese do colesteatoma papilifero pode ocorrer na auséncia de bolsas de retracdo ou

a113

perfuracbes da membrana timpanica . Assim sendo, pelas caracteristicas dos colesteatomas
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estudados neste experimento, € mais provavel que estes tenham se originado por migracéo da
pele através das membranas timpanicas estruturalmente integras, ou através de perfuracoes

nas mesmas, do que pelo processo de metaplasia.
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CONCLUSOES
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Baseado nos experimentos e resultados obtidos através da metodologia utilizada neste
estudo, com nivel de significancia estatistica de 5%, é possivel concluir que a mitomicinaC
intratimpénica ndo foi eficaz paraimpedir o desenvolvimento do colesteatoma e da otite

média em ratos.
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Anexo 1 Comité de Etica em Pesquisa

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Citncias Bioldgicas

Oficio n® 55/06 Recife, 16 de outubro de 2006

Da Comissdo de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da UFPE
Para: Dr. Antonio Antunes Melo

Programa de Pds-Graduagio em Cirurgia — UFPE

Processo n® 018055/2006-91

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentac8o Animal do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Univaersidade Federal de Pemambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “EFEITO DA APLICAGAO DE MITOMICINA CINTRATIMPANICA NO
DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL DE COLESTEATOMA™.

Concluimes que os procedimantos descritos para a utilizagao experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentago Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Lise of Laboratory Animals a5 quais 580 adotadas como critérios de
avaliacdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei 9.605 -
art. 32 e Decreto 3.179-art 17. de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
ciantificos,

Diante do exposto, emilimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,

E‘:&;&éﬁm

UFFE

CCB: Integrar para desenvolwer
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Anexo2  Resultados quantitativos dos grupos controle e
experimental (exsudato, colesteatoma e fibr ose)

Rato Exsudato Colesteatoma Fibrose
6D Presente Presente Presente
6E Presente Presente Presente
7D Ausente Ausente Ausente
7E Ausente Presente Presente
9D Presente Ausente Presente
9E Presente Presente Presente

11D Ausente Presente Presente
11E Presente Presente Presente

14D Ausente Ausente Ausente
14E Ausente Presente Presente
15D Ausente Presente Presente
15E Ausente Ausente Ausente
16D Ausente Ausente Presente
16E Presente Presente Presente
18D Ausente Presente Ausente
18E Presente Presente Presente
20D Presente Presente Presente
20E Presente Presente Presente
21D Ausente Presente Presente
21E Presente Presente Presente
24D Ausente Presente Presente
24E Ausente Ausente Ausente

D=grupo controle
E=grupo experimental

Grupo Exsudato Colesteatoma Fibrose

Controle (Orelha direita) 3 7 8

Experimental (Orelha esquerda) 7 9 9
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Anexo3  Resultados quantitativos dos grupos controle e
experimental (espessura da mucosa da bula

timpanica e da membrana timpanica)

Espessura da mucosa da bula timpanica (em micréometros).

Rato OrehaDireita Orelha Esquerda
6 6,46 218,06
7 16,34 134,43
9 - 408,21
11 21,74 261,41
14 - 139,84
15 11,80 29,45
16 47,92 245,49
18 25,72 146,11
20 85,41 564,94
21 14,37 152,30
24 14,58 97,97
Espessura da membrana timpanica (em micrometros).
Rato Oreha Direita Orelha Esquerda

6 21,40 11,80
7 7,98 8,48
9 - 15,14
11 5,07 7,00
14 - -

15 9,20 -

16 24,14 29,38
18 7,87 15,98
20 5,82 17,33
21 9,28 -

24 11,82 -
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Anexo 4 Nor matizacao

Esta tese estd de acordo com:

International Committee of Medical Journals Editors (Vancouver)

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed
in Index Medicus

| nter national Committee of Medical Journal Editors
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals: Sample References

Updated February 2006

Last reviewed: 22 May 2007

Last updated: 25 April 2007

First published: 09 July 2003

M etadata| Per manence level: Permanent: Dynamic Content

Copyright, Privacy, Accessbility

U.S. National Library of Medicine, 8600 Rockville Pike, Bethesda, MD 20894
National Ingtitutes of Health, Health & Human Services

www.icmje.org/
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