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Resumo

Este estudo foi desenvolvido para determinar a presenca
de MMP2 em colesteatomas humanos e observar se coleste-
atomas que complicam (invasivos) apresentam uma maior
expressao imunohistoquimica de Matriz Metaloproteinase
2 (MMP2). Colesteatomas produzem enzimas que causam
erosao ossea, como a MMP2. Material e Método: Analisamos
a expressao imunohistoquimica de MMP2 em colesteatomas
invasivos, comparando-os aos latentes. Um estudo de corte
transversal com dezenove laminas e blocos parafinados de
colesteatoma, derivados de mastoidectomias, foram despa-
rafinados e submetidos a técnica imunohistoquimica com
anticorpos anti-MMP2. Resultados: Os resultados foram
expressos em 0 (ténue), + (leve), ++ (moderado) e +++
(intenso), de acordo com a intensidade da expressao de
MMP2. As expressoes 0 e + foram denominadas Fraca e as
expressoes ++ e +++, Forte. Dos 8 colesteatomas invasivos, 7
apresentaram Forte expressao de MMP2 (87,5%). Com relac¢io
aos colesteatomas latentes (11), apenas 3 apresentaram Forte
expressao de MMP2 (27,3%), com um teste exato de Fisher
significante (p=0,015). Conclusdo: Colesteatomas expressam
MMP2 e colesteatomas invasivos expressam MMP2 com maior
intensidade, em relacdo aos latentes.

Matrix Metalloproteinase 2: an
important genetic marker for
cholesteatomas.
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Summary

Aim: This study is to determine the MMP2’s presence in
cholesteatomas and whether complicating cholesteatomas
show a higher immunohistochemical expression of matrix
metalloproteinase 2. Cholesteatoma produces enzymesthat
cause bone erosion like Matrixmetalloproteinase 2 (MMP2).
Material and Methods: We analyzed the expression
of MMP2 in invasive (causing complications) compared
to latent cholesteatomas (not causing complications). A
crosssectional study with nineteen slides and paraffin
blocks of cholesteatomas derived from mastoidectomies
were located and processed, including 8 invasive and 11
latent cholesteatomas. Immunohistochemical thecnique was
empregated to MMP2. Results: The results are expressed as
0, + (to low), ++ and +++(high) according to the quantity
and color of the immunohistochemical staining of MMP2.
Higher expression of MMP2 was observed in 7 (87.5%)
of the 8 invasive cholesteatomas. With respect to latent
cholesteatomas, higher expression of MMP2 was observed in
27.3% (3 cases), with Fisher’s exact test indicating a significant
difference (p=0.015). Conclusions: Cholesteatoamas
express MMP2 and Invasive cholesteatomas had high MMP2
compared to latent cholesteatomas.
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INTRODUCAO

A abordagem didria do colesteatoma faz parte da
rotina da maior parte dos otorrinolaringologistas, porém
ainda nao foi descrito um marcador genético que balize
o potencial de o colesteatoma complicar. O marcador
escolhido nesta pesquisa denomina-se Matriz Metalopro-
teinase 2 (MMP2). Metaloproteinases sio enzimas capazes
de causar erosao Ossea, em especial a Metaloproteinase
2 (MMP2), a qual se tornou objeto de correlacio com
colesteatomas. A partir de amostras de colesteatomas de
maior e de menor agressividade (observado pela clinica
e complicacoes relacionadas aos colesteatomas), exce-
tuados os colesteatomas congénitos e os pacientes com
colesteatoma adquirido com menos de quatorze anos
(tempo médio para que um colesteatoma possa apresentar
uma complicacio), procurou-se demonstrar se ha ou nao
correlacdao entre a expressao de metaloproteinase tipo 2
(MMP2) e a agressividade do colesteatoma.

O objetivo deste estudo € observar se colesteatomas
de um modo geral produzem matriz metaloproteinase 2
(MMP2) e observar se colesteatomas mais agressivos pro-
duzem uma quantidade maior de MMP2.

Colesteatoma e complicacgoes

O colesteatoma € um cisto epidérmico, segundo
Ribeiro e Pereira', constituido por tecido epidérmico
queratinizado, com capacidade de migracio e erosao
de estruturas adjacentes, freqientemente encontrado em
0ssos temporais, com historia de otite média cronica. O
cisto epidermodide apresenta uma matriz externa, formada
por epitélio escamoso estratificado queratinizado, sobre
uma matriz secundaria de tecido fibroconectivo (tecido
conjuntivo contendo fibras coldgenas, elasticas, reticuli-
neas, fibroblastos, linfocitos, histiocitos e plasmocitos).
O epitélio, do ponto de vista histologico, € semelhante
a epiderme e pode-se observar as suas quatro camadas
convencionais (basal, escamosa, granulosa e cornea). Essa
matriz descama em lamelas de queratina para o interior
do espaco delimitado pelo saco epidérmico, preenchen-
do distendo-o. Segundo Soldati e Mudry? o colesteatoma
foi descrito em 1829, por Curvalhier, como um processo
tumoral e assim foi chamado devido ao colesterol encon-
trado no seu interior, como também descrito por Muller
em 1830. Ha relato que em 1683, Duverney descreveu um
tumor no osso temporal, que possivelmente correspon-
dia ao colesteatoma. Em 1855, Virchow considerou que
o colesteatoma era um tumor que aumentava a partir da
metaplasia das células mesenquimais para as epiteliais.
Gruber, Wendt e von Troelsch, em 1868, descreveram o
colesteatoma como o resultado da metaplasia das células
da mucosa timpanica em epitélio malpighiano. Politzer,
em 1869, assumiu que o colesteatoma era uma neoplasia
glandular da mucosa da orelha média. Bezold e Haber-

mann, em 1889, publicaram que o colesteatoma era o
resultado da migra epiderme do canal auditivo externo
para a cavidade timpanica, via uma perfuracado marginal
ap6s uma otite aguda ou cronica. Em 1980, Plester® afir-
mou que fatores hereditarios ou genéticos influenciavam
no grau de pneumatizacao da mastdide, por alteracdes na
base do cranio interferindo na posicio anatdmica e patén-
cia da tuba faringotimpanica, alterando a pneumatizacio
da mastéide. Em pacientes com colesteatoma, o angulo
formado pelo processo glendideo posterior e a borda
posterior do palato duro € significantemente menor do
que nos pacientes sem colesteatoma. A configuracao da
epifaringe ¢ consideravelmente menor em portadores de
colesteatoma. Albino, Kimmelman e Parasier* analisaram
estudos sobre a ultraestrutura do colesteatoma e conclui-
ram que: (1) colesteatomas nao apresentam instabilidade
genética inerente, diferentemente das neoplasias malignas;
(2) a inducgao de células hiperproliferativas na base da epi-
derme do colesteatoma implica num potencial de resposta
ainda idiopdtico, oriundo de eventos internos e estimulos
externos através de citocinas produzidas por células do
infiltrado inflamatorio. (3) A presenca de bactérias pode
produzir um estimulo iniciatorio no colesteatoma. (4) Até o
momento ndo ha diferencas celulares ou moleculares entre
os diferentes tipos de colesteatoma (primario, secundario,
recidivado e congénito). De acordo com Caldas e Caldas
Neto’, a capacidade expansiva e destrutiva dos coleste-
atomas pode comprometer a cadeia ossicular da orelha
média, eventualmente causar erosoes as protecoes 0sseas
da orelha interna, nervo facial, meninges e seio lateral,
provocando lesoes irreversiveis e infeccoes a distancia
que podem levar o paciente a incapacidades funcionais
permanentes ou, mesmo, a morte. Segundo Morales,
Cervantes e Testa®, descrevem, em 2001, a possibilidade
de colesteatomas produzirem complicacoes intra e extra-
cranianas (cérvico-faciais), em decorréncia de erosio do
osso temporal adjacente e pela infecciao secundaria por ele
induzidas. As complicacdes extracranianas s2o: labirintite,
cofose, paralisia facial periférica, mastoidite (de Bezold,
escamozigomatica e de Mouret) e destruicao de cadeia
ossicular de orelha média (martelo, bigorna e estribo). As
complicacdes intracranianas sao: meningite, meningoence-
falite, empiemas cerebral ou cerebelar, abscessos cerebral
ou cerebelar e trombose do seio lateral. Voegels, Garcia,
Bogar, Miniti e Bento” estudaram 14 pacientes com fistula
de canal semicircular causadas por colesteatoma, apresen-
tando cofose como principal complicacao da doenca. Em
2001, Penido e Fukuda8 estudaram 25 casos de abscesso
encefalico (cerebral ou cerebelar) de origem otogénica e
concluiram que na maioria das vezes a causa € uma otite
média cronica colesteatomatosa, devendo ser abordada,
além da drenagem do abscesso encefilico, a mastoéide,
através de mastoidectomia para limpeza do processo in-
feccioso. Em 2003, Cruz, Kasse e Leonhart” apresentaram
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em estudo retrospectivo, que revisou 84 (oitenta e quatro)
orelhas com otite média cronica, sendo 41 (quarenta e
uma) nao-colesteatomatosas e 43 (quarenta e trés) coles-
teatomatosas, observando que a mastoidectomia aberta
(radical) previne a recorréncia da doenca (4%), enquanto
que na fechada obteve-se 10% de recorréncia. Em 2003,
Testa, Vicente, Abreu, Benbassat, Antunes e Barros'’, em
estudo retrospectivo, envolvendo 206 descompressoes
de nervo facial para o tratamento de paralisia facial peri-
férica, observaram que dez casos (4,85%) apresentavam
colesteatoma como causa desta complicacio. Em 2005,
Penido, Borin, Tha, Suguri, Onishi, Fukuda e Cruz'', em
estudo retrospectivo que analisou opc¢oes terapéuticas
em 33 (trinta e trés) pacientes com complicacao intracra-
niana por otite média, observaram que o colesteatoma ¢
a etiologia basica mais comum destas complicacoes (26
casos ou 79%).

Colesteatoma e Matriz Metaloproteinase 2

Em 1996, Schonermark, Mester, Kempf, Blaser,
Tscheche e Lenarz'? demonstraram que a invasiao de te-
cidos pelo colesteatoma estd relacionada a MMP2, que ja
fora descrita, também em 1996, por Gohlke, GomisRuth,
Crabbe, Murphy, Docherty e Bode®, entao denominada
de Gelatinase A, que tem um dominio C terminal ndo-
catalitico, que demonstra uma seqiiéncia homologa e
haemopexina. Deslogue et al.'* (1997), em um estudo de-
nominado: Andlise do DNA de colesteatoma humano, ob-
servaram a presenca de DNA euploide em colesteatomas.
Banerjee, James e Narula® (1997) através de método de
Western blotting, demonstraram a presenca de metalopro-
teinase 2 (MMP2) em colesteatomas. A Metaloproteinase
2 (MMP2) ou Gelatinase A ou 72 Kda colagenase ¢ uma
proteina produzida no nicleo de células e esta relaciona-
da a aspectos como a progressiao de tumores, incluindo
crescimento, invasao, metastase e angiogénese (formacao
de vasos sanguineos), segundo Sun e Hemler'® (2001),
que reconheceram as interacoes extracelulares da MMP2,
atuando como enzimas proteoliticas capazes de degradar
componentes conectivos dos tecidos. Zhu, Xie e Wang'”
(2001), em pesquisa denominada “Expressao da matriz
metaloproteinase 2,9 em colesteatoma e cancer de orelha
média”, através de métodos imunohistoquimicos para
MMP2 e 9, utilizando 36 colesteatomas e 10 fragmentos
de pele de conduto auditivo externo e 16 fragmentos de
cancer de orelha média, observando uma relacio estreita
entre colesteatomas e MMP2 e MMP9, concluiram também
que a desordem entre as metaloproteinases e seus inibi-
dores foi uma das razodes pela absor¢ao 6ssea no cincer
de orelha média e no colesteatoma. Bernal Sprekelsen,
Ebmeyer, Anonopoulos, Borkowiski e Sudhoff® (2001)
afirmaram em seu estudo denominado: “Alteracoes na
membrana basal do colesteatoma de orelha média”, que o
epitélio do colesteatoma ¢ caracterizado por uma falta de

regulagem no queratindcito, acompanhado por destruicao
dos ossiculos e outras partes do osso temporal. Através de
métodos imunohistoquimicos perceberam que metalopro-
teinases e o fator de crescimento basico de fibroblastos
podem explicar atividades destrutivas e proliferativas do
colesteatoma na orelha média. Em estudo experimental
com gerbilos (esquilo da mongodlia) (publicado em 2002),
foi testado o inibidor tépico de MMP2, o ilomostat, ob-
servando-se se ha relacao a formacao de atelectasias na
membrana timpanica destes animais de experimentacio,
ndo sendo observada diferenca estatistica grupo (6 ani-
mais) que recebeu a droga por oito semanas, em relagio ao
controle (7 animais); ndo se pdde afirmar que o mesmo pu-
desse se correlacionar ao colesteatoma humano. Em 2003,
Wilmoth, Schultz e Antonelli’ em estudo em 48 gerbilos
(ou esquilos da Mongélia) observaram que metaloprotei-
nases sio enzimas ligadas a Zinco (Zn), sendo elementos
capazes de destruir a matriz extracelular. Segundo estes
autores, MMPs sao conhecidas por participar da fisiologia
normal do metabolismo do coldgeno, mas também estio
associadas com a absor¢ao patologicas, participando no
meio extracelular de processos inflamatorios cronicos de
pele, tumor e metastases. A atividade das MMPs € regulada
por inibidores de metaloproteinases e a interrupcao desta
harmonia pode desencadear um processo patolégico.
Neste estudo, as membranas timpanicas destes animais
foram acondicionadas em cultura com toxinas de bacté-
rias (lipopolissacarideos e fator alfa de necrose tumoral),
observando-se que as suas cadeias passaram a expressar
maior quantidade de metaloproteinases (MMP2), podendo
contribuir com o processo de absor¢io 6ssea.

Em estudo publicado em 2004, Gaiotto et al.** des-
creveram que a expressao de metaloproteinase 2 (MMP2),
em colo uterino normal, neoplasia intraepitelial e carcino-
ma espinocelular de colo uterino, foi gradualmente maior
de acordo com grau de malignidade e infiltracao. Este
estudo mostra que a MMP2 ¢ uma enzima produzida no
nucleo das células e a sua expressao esta relacionada com
a capacidade de infiltracao e invasao tecidual adjacente.
Enquanto este trabalho estava sendo publicado, o conceito
de invasao tecidual relacionado a2 MMP2 foi empregado
em relacio ao colesteatoma neste estudo.

METODO

A pesquisa foi submetida a apreciacao do Comité
de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/
Hospital Sao Paulo e liberada sob o protocolo 0322/03.
As mastoidectomias do Hospital Sao Paulo-Universidade
Federal de Sao Paulo dos tultimos dez (10) anos, realiza-
das devido a presenca de colesteatoma em orelha média.
Investigou-se prontudrios de pacientes, observando-se
o aparecimento ou niao de complicagoes causadas pelo
colesteatoma (mastoidite, labirintite, paralisia facial peri-
férica, encefalite, meningite, tromboflebite do seio lateral,
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abscesso cerebral, abscesso cerebelar), como sinal indica-
tivo de pior progndstico (agressivos). Pacientes com idade
inferior a quatorze anos e colesteatomas congénitos foram
excluidos da amostra, diminuindo a amostra, em conjunto
com dificuldades técnicas relacionadas ao armazenamento
de blocos parafinados, silanizacao de liminas e reacao
imunohistoquimica. O tratamento para o colesteatoma ¢
o cirdrgico, isto €, a mastoidectomia, segundo estudo pu-
blicado por Cruz, Kasse e Leonhart, quando sao retirados
fragmentos para exame anatomopatologico e para reacao
de imunohistoquimica. Foram utilizados 19 blocos parafi-
nados de colesteatoma (08 agressivos). Procedeu-se a rea-
¢ao de imunohistoquimica para detec¢ao da expressiao de
MMP2. Cortaram-se os blocos parafinados em laminas com
uma espessura de 3 a 4 micrometros, montando estes em
laminas previamente silanizadas a 4%. As laminas foram,
entdo, desparafinizadas utilizando estufa a 57°C pernoite,
sendo imersas em banhos de xilol na seguinte sequéncia
de duracio: 30, 5 e mais 5 minutos. Em seguida, foram
hidratadas em dlcool etilico nas concentracoes decrescen-
tes de 100%, 80% e 70%, cada um com uma duracdo de 5
minutos, a seguir, lavadas em 4dgua corrente.

Na etapa seguinte, realizou-se a recuperacao anti-
génica, feita em forno de microondas (poténcia maxima
de 700 Watts), sendo as laminas colocadas em tampao de
citrato de sédio, pH=6,0, durante 45 minutos, sendo, a se-
guir, lavadas em dgua corrente. O bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado com 4 banhos de 5 minutos cada,
em peroxido de hidrogénio (H202) a 20 volumes, seguido
de lavagem em dgua corrente destilada e em PBS (solucio
salina tamponada com fosfatos), pH= 7,4 7,6. Utilizou-se o
anticorpo MMP2/72kDa Collagennase IV (Human, Mouse,
Rat e Cow) Parafin diluido em BSA 1% (soro albumina
bovina) no titulo de 1: 150. Todas as laminas foram, entao,
colocadas em camara tmida a 4°C, pernoite. O material
foi lavado com tampao PBS e incubado com anticorpo
secundario biotinilado. Lavagem com solucao PBS.

Para revelacio da reacido utilizou-se um substrato
cromogénico, a solucao DAB (33-Diaminobenzidina) na
proporcao de 0,06g para 100 ml de PBS e 1 ml de H202
a 20 volumes, por cinco minutos a 37°C. Como produto
final da reacio, observou-se ao microscépio a forma de
um precipitado castanho escuro. O material foi lavado em
dgua corrente e contracorado com “Hematoxylina Mayer”
por 3 minutos. A seguir, foi submetido a 3 banhos de xilol
para diafinizar. Por fim, as 1aminas foram montadas com
laminulas e Entellan®.

A leitura das laminas foi realizada sob microscopia
optica com aumento de 200 e 400 vezes (Microscopio
Olimpus BX 40), por dois observadores independentes
(sendo um deles um professor de Patologia e o outro o
proprio pesquisador). Observou-se a presenca ou nao de
MMP2 nas amostras de colesteatomas e a intensidade de
coloraciao da MMP2. O resultado foi expresso em 0, +, ++

e +++, de acordo com a quantidade de MMP2 e colora-
¢ao encontradas (atenuada ou ausente, bege, castanho e
castanho-escuro, respectivamente).

RESULTADOS

As 19 laminas de colesteatoma (8 invasivos) foram
submetidas ao método imunohistoquimico para detecc¢io
de MMP2, gerando uma leitura da expressao qualitativa
de MMP2 na por¢ao externa do colesteatoma. A leitura da
expressao imunohistoquimica da MMP2 nas laminas de
colesteatoma foi expressa em valores de: 0 (Atenuada), +
(Leve), ++ (Moderada) e +++ (Intensa). (Figura 1.)

Figura 1. Fotografia de laminas de colesteatomas submetidas a reagao
imunohistoquimica para MMP2, com apresentacao de intensidades
diferentes, lidas ao microscopio éptico, com aumentos de 200 e 400X.
- Atenuada e +/3+: Menor expressao de MMP2. ++/3+ e +++/3+:
Maior expressao de MMP2.
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Pode-se observar que dos dezenove casos analisa-
dos, quinze apresentaram expressio imunohistoquimica

Tabela 1. Mostra o nimero de laminas de colesteatoma, relacio-
nando os complicados e os ndo complicados ao género, a idade

e a intensidade da expressao imunohistoquimica de MMP2, com o
respectivo indice de significancia. - p: indice de significancia, menor
que 0,05.

Colesteatomas

auséncia de

complicacdes complicados P
(n=11) (n=8)
Sexo Masculino 5 (45,5%) 4 (50%)
Idade (anos) 32,9 +-18,7 26,9 +-7,7
- 27,0 (19 -
00a07-50) 27 47(3)9
Expressao de
MMP2
0 ou + 8 (72,7%) 1 (12,5%) # 0,015
++ ou +++ 3 (27,3%) 7 (87,5%)

# teste estatistico de Fisher significante.

10

Nimeros de casos

Expressdao de MMP2
[ Menor
E]Maior

; [

Latente Invasivo

Colesteatoma

Grafico 1. Relagdo entre colesteatomas (invasivos e latentes) e ex-
pressao imunohistoquimica de MMP2 (Maior e Menor). - MMP2: matriz
metaloproteinase 2. Maior: maior (+++ e ++) expressao de MMP2
no colesteatoma. Menor: menor (ténue e +) expressdo de MMP2 no
colesteatoma.

Leve, Intensa ou Moderada de MMP2, totalizando 78,9%
da amostra inicial e os demais foram atenuados, porém
presentes. Dos colesteatomas que niao apresentaram com-
plicacoes clinicas, onze dos dezenove estudados, dois
expressaram MMP2 atenuado (18,1%), seis expressaram
MMP2 com fraca intensidade (54,6%), trés expressaram
MMP2 com moderada intensidade (27,3%). Dos colestea-

tomas que apresentaram complicacoes, oito dos dezenove:
um expressou MMP2 atenuado (12,5%), trés expressaram
MMP2 com moderada intensidade (37,5%), quatro ex-
pressaram MMP2 com forte intensidade (50%). (Quadro
1, Tabela 1 e Graficol).

DISCUSSAO

Reconhece-se, conceitualmente, que todo colestea-
toma apresenta um potencial de causar complicagcoes intra
e extracranianas, como citado por Penido et al. (em 2004)
em estudo retrospectivo, que analisou opgoes terapéuticas
em colesteatoma em 33 (trinta e trés) pacientes com com-
plicacao intracraniana por otite média, observando que
o colesteatoma ¢ a etiologia bdsica mais comum destas
complicacoes (26 casos ou 79%); Caldas e Caldas Neto em
1988 e Morales, Cervantes e Testa em 2001, descreveram
as complicacdes intracranianas (meningite, encefalite,
abscesso cerebral, abscesso cerebelar e empiema) e as
extracranianas (cérvico-faciais: paralisia facial periférica,
labirintite, mastoidites: de Bezold, de Mouret, escamozi-
gomadtica e abscessos cervicais). Segundo Plester (1980),
fatores hereditarios ou genéticos influenciam no grau
de pneumatizacao da mastéide, causando angulos mais
estreitos no atico, determinantes para o aparecimento de
colesteatomas mais agressivos; isto por si so, parece insu-
ficiente para explicar com exatidao, a erosio causada pelo
colesteatoma no tecido 6sseo adjacente em alguns casos
e em outros no, sugerindo haver algum fator intrinseco,
de expressao do colesteatoma, que explicasse o porqué
da erosao causada por alguns colesteatomas ser maior (e
causar complicacdes) do que em outros.

Assim, de um universo de estudos sobre cola-
genases, inibidores de crescimento e proliferacio de
colesteatomas, enzimas osteoliticas, toxinas bacterianas,
como lipopolissacarideos e fator alfa de necrose tumoral,
em 1996, Schonermark, Mester, Kempf, Blaser, Tscheche
e Lenarz estudaram colesteatomas e metaloproteinases,
que sdo enzimas proteoliticas e responsaveis pela home-
ostase do 0sso, apresentando em maior quantidade em
doencgas inflamatérias osteoliticas e observaram a presenca
de MMP2, MMP9 e MMP3 na célula basal e suprabasal
de colesteatomas. Os resultados deste estudo indicam
a possibilidade de que membros da familia Metalopro-
teinase possam ativar mecanismos de invasao Ossea por
colesteatomas.

Em 1998, Banerjee, James e Narula demonstraram
que a MMP2 e MMP9 encontravam-se presentes no coles-
teatoma e na pele do conduto auditivo externo. Este fato,
aparentemente, inviabilizaria a pesquisa, pois o tecido
normal do conduto auditivo também apresenta a enzima
que se julgava ser importante no mecanismo de explicacao
da erosao 6ssea.

Bernal Sprekelsen, Ebmeyer, Anonopoulos, Bordo-
wiski e Sudhoff, em 2001, insistiram e perceberam que as
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metaloproteases e o fator de crescimento basico de fibro-
blastos explicariam atividades destrutivas e proliferativas
do colesteatoma.

Zhu, Xie e Wang, em 2001, demonstraram em
estudo com colesteatoma e cincer de orelha média, que
a desordem entre metaloproteinases e seus inibidores
foi uma das razoes pela absor¢ao 6ssea do cancer e do
colesteatoma de orelha média. Logo aquela proposicao
de que a MMP2 era expressa em colesteatomas e na pele
do conduto auditivo continuava tendo seu valor; o fato
que parece emergir € que colesteatomas estimulados por
fatores infecciosos produzem mais MMP2 que a pele do
conduto auditivo externo, o que foi comprovado em 2003
por Wilmoth, Schultz e Antonelli que observaram, em es-
tudo experimental, que membranas timpanicas de animais
experimentais (gerbilos ou também chamados esquilos da
Mongolia) colocados em cultura com toxinas de bactérias
(lipopolissacarideos e fator alfa de necrose tumoral), ex-
pressaram maior quantidade de metaloproteinases. Deste
momento em diante, passou-se a questionar: 0 que vem
primeiro, a infeccdo ou a metaloproteinase? Resposta: a
metaloproteinase, pois ela esta embutida no codigo genéti-
co da célula. Mas entao por que nem todos colesteatomas
causam erosao Ossea? Por que apenas alguns complicam?
Porque a expressao estd relacionada a desordem entre os
inibidores e os ativadores de MMP; assim, algumas células
apresentam um gendtipo com uma capacidade maior de

expressar a MMP2 do que outras, lembrando que a infec-
¢ao € um forte estimulo para expressio de metaloproteina-
ses pela célula colesteatomatosa. Porém um colesteatoma
complica por expressar mais metaloproteinase ou pelo fato
de apresentar uma infec¢ao mais virulenta (intensa)? De
fato € uma questao dificil. Entretanto, se o colesteatoma
produzir mais metaloproteinase, ele fatalmente destruira
mais tecido Gsseo e assim, surgirdo as complicagoes.

No Quadro 1, dos 11 pacientes com colesteatomas
latentes, 2 apresentaram expressao de MMP2 ausente (0),
seis pacientes (6) apresentaram expressao de MMP2 com
+ e 3 pacientes expressaram MMP2 com ++. No Quadro
1, pode-se observar que de oito (8) pacientes com coles-
teatoma invasivo, apenas um (1) apresentou expressio
menor de MMP2 (0); os demais pacientes com colestea-
tomas invasivos manifestaram expressao maior de MMP2
(++ e +++).(Figura 1).

Estes numeros foram analisados estatisticamente
pelo Teste Exato de Fischer, apresentando resultado sig-
nificante, com p= 0,015, isto &, colesteatomas que com-
plicam apresentam expressao imunohistoquimica de “++
ou +++” de MMP2, quando comparados a colesteatomas
latentes, que apresentam expressio imunohistoquimica
de “0 ou +” de MMP2.

Com o uso de inibidores de metaloproteinases (ilo-
mostat), como citado em estudo experimental de Lehman,
Wilmoth, Prevatt, Schultz e Antonelli (2002), e de Wilmoth,

Quadro 1. Relagdo de Laminas de colesteatomas, o género do paciente, a idade, o nimero da lamina, a intensidade da expressao de MMP2 e

a complicacao (quando houve). - MMP2: matriz metaloproteinase 2.

Iniciais Género Idade Lamina Lehi/ItL,\J/ll'gzde Complicacao
D.G.PV. Masculino 17 anos B02 14933 ++ Trombose do seio lateral
R.M.D.S.S. Masculino 18 anos B00 07723 ++ Abcesso do lobo temporal esquerdo
J.C.D.S. Masculino 24 anos B02 28657 ++ Meningite
0.C.D.S. Masculino 37 anos B98 09318 +++ Abcesso do lobo temporal esquerdo e meningite
J.PD.S. Feminino 22 anos BO1 18345 +++ Trombose do seio sigmdide e meningite
A.PD.S. Feminino 30 anos B02 35536 +++ Trombose do seio sigmdide
A .A.S. Feminino 35 anos B03 32668 +++ Labirintite e eros&o do canal do nervo facial
V.L.B.D.S Feminino 32 anos B04 04518 0 Meningite e paralisia facial periférica
W.F.P. Masculino 16 anos B03 5856 0 Sem complicacao
J.D.R. Masculino 17 anos B92 408 ++ Sem complicacao
R.P Masculino 19 anos B03 2724 Sem complicagao
S.S.L. Masculino 66 anos B03 24412 Sem complicacao
R.D.J.S. Masculino 21 anos B03 4079 Sem complicagao
L.C.S. Feminino 15 anos B03-521 ++ Sem complicagao
E.N.D. Feminino 26 anos B03 01011 Sem complicacao
S.H.V. Feminino 32 anos B04 4205 ++ Sem complicagao
L.G.G. Feminino 50 anos B94 7353 Sem complicagao
S.M.S.B. Feminino 38 anos B03 670 Sem complicacao
M.M.C.D.S. Feminino 62 anos B03-1132 Sem complicacao
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Schultz e Antonelli (2003), sugere-se que colesteatomas
deverdao causar uma erosao menor ao tecido Osseo ad-
jacente, talvez, assim, evitando complicacdes intra ou
extracranianas (cérvico-faciais).

Outra inferéncia que se permite sugerir é que ao
se operar um paciente com colesteatoma, realizando-se
a reacdo imunohistoquimica para MMP2, poder-se-a au-
mentar a acurdcia prognostica sobre o tumor operado.
Um desafio maior seria estudar outras enzimas da familia
metaloproteinase, a fim de se conhecer melhor o contetido
genético de um colesteatoma, podendo-se individualizar
as caracteristicas genéticas do colesteatoma de cada pa-
ciente, tecer um prognoéstico quanto a sua proliferacao e
capacidade erosiva.

CONCLUSAO

Este estudo permite afirmar que:

1.A totalidade dos colesteatomas expressam MMP2,
sendo que 84% dos colesteatomas estudados expressaram
MMP2 em intensidades leve, moderada e intensa e 16%
apresentaram MMP2 atenuado (isto €, semelhante aos
outros tecidos).

2.Colesteatomas que causam complicacoes tém
uma expressiao imunohistoquimica de MMP2 mais inten-
sa, averiguado pelo Teste Exato de Fisher, com p=0,015
(significante), quando comparado aos colesteatomas que
nao causam complicacoes.
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