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Abstract

Several studies involving immunohistochemical methods to assess external auditory canal epidermis
have been performed with different objectives. With this method it is possible to assess the expression
of various antigens such as cytokeratins, cytokines, and hyperproliferation markers among others.
Aim: to revise, describe and analyze the knowledge generated by identifiable papers published on
the worldwide literature about immunohistochemical hyperproliferation markers in normal external
auditory canal epidermis. Materials and Methods: systematic review of the papers published until
2009, in indexed international journals. Results: Various antigens related to hyperproliferation
were investigated by immunohistochemical methods among the included papers. The most studied
ones were cytokeratin 16, Ki-67 and PCNA. Conclusions: most of the studies utilized external
auditory canal epidermis as control sample to study external ear or middle ear cholesteatoma with
immunohistochemical methods. There is a hyperproliferative antigen concentration, such as CK16,
Ki-67 and PCNA, in the annulus tympanicus, adjacent meatus and tympanic regions, mainly in the
lower areas.

Resumo

Vérios estudos envolvendo métodos imunoistoquimicos para avaliacao da epiderme do meato
acustico externo ja foram realizados com os mais diversos objetivos. Por estes métodos € possivel
avaliar a expressao de antigenos como as citoqueratinas, citocinas, marcadores de hiperproliferacio,
entre outros. Objetivo: Revisar, descrever e analisar a expressao dos marcadores imunoistoquimicos
de hiperproliferacio na epiderme do meato acustico externo normal. Materiais e Métodos: Revi-
sao sistemdtica de artigos publicados até o ano de 2009 em periddicos internacionais indexados.
Resultados: Virios antigenos relacionados a hiperproliferacio foram pesquisados por meio de
métodos imunoistoquimicos dentre os artigos analisados. Os mais estudados foram a citoqueratina
16, 0 Ki-67 e o PCNA. Conclusdes: A maioria dos trabalhos utilizou fragmentos de epiderme do
meato acustico externo como amostra controle para estudo imunoistoquimico do colesteatoma da
orelha média ou externa. H4 uma concentracio de marcadores de hiperproliferacio como a CK16,
o Ki-67 e o PCNA no anel fibrocartilagineo e nas regides adjacentes do meato acistico externo e
da membrana timpanica.
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INTRODUCAO

Varios estudos envolvendo métodos imunoisto-
quimicos para avaliagdo da epiderme do meato acustico
externo (MAE) ja foram realizados com os mais diversos
objetivos. Por meio da imunoistoquimica, inicialmente
utilizada para diagnéstico de tumores, também puderam
ser estudados os mecanismos de migracao da pele do
meato, a resposta imune local, o padrio de expressao
dos filamentos intermedidrios, a presenca de citocinas e
outros antigenos, bem como a avaliacao da eficicia de
novas propostas de tratamento para doencas que acome-
tem o meato'?.

O conhecimento aprofundado do padrio imu-
noistoquimico da epiderme do meato acustico externo
diretamente relacionado 2 hiperproliferacao auxilia na
compreensao da génese das diversas doencas que o aco-
metem (colesteatoma do MAE, otite externa necrosante
benigna, rolhas epidérmicas), além de contribuir para a
escolha do melhor tratamento e estabelecer o prognostico
para cada doenca’.

Uma das teorias mais aceitas para explicar a gé-
nese do colesteatoma adquirido da orelha média é a da
migracao da epiderme do meato acustico externo para o
interior da cavidade timpanica por meio de uma perfuracio
na membrana timpanica ou por aspiracio da sua parte
flacida®. Entretanto, ainda permanecem alguns pontos
controversos:

- Por que ocorre esta migracao anormal em alguns
casos quando, fisiologicamente, a migraciao local tem
sentido centripeto na membrana timpanica e lateral no
meato acustico externo?

- Por que acontece somente em determinadas
pessoas?

- O que faz o colesteatoma ser mais ou menos
agressivo?

Essas duvidas motivaram a necessidade de se es-
tudar as caracteristicas hiperproliferativas da epiderme
do meato acustico externo por meio de técnicas imu-
noistoquimicas, na tentativa de melhor compreender este
comportamento peculiar.

O objetivo deste estudo foi o de revisar, descrever
e analisar a expressiao de marcadores imunoistoquimicos
de hiperproliferacio na epiderme do meato acustico ex-
terno normal.

MATERIAL E METODOS

Para a andlise dos estudos envolvendo o padrao
imunoistoquimico da epiderme do meato acustico externo
foi realizada uma revisao sistematica de todos os trabalhos
identificaveis, publicados até o ano de 2009 em periédicos
internacionais indexados, sobre:

- métodos imunoistoquimicos utilizados para pes-
quisa de amostras de epitélio do MAE.

- padrao imunoistoquimico da epiderme do MAE
normal.

- aplicacao destes métodos nas diversas doencas
que acometem o MAE.

Para o levantamento dos estudos foram utilizadas as
bases de dados eletronicas PubMed (MEDLINE), Revisoes
Sistematicas da Colabora¢io Cochrane (CCTR), Literatu-
ra Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Satde
(LILACS) e Scientific Electronic Library Online (SciELO).

Para a escolha precisa das palavras-chave, foram
analisados os indices remissivos de dois periddicos in-
dexados na MEDLINE com fator de impacto maior que
1,0 que continham artigos relacionados ao assunto deste
estudo. Foram eles: The Laryngoscope (fator de impacto
em 2005: 1,617), com o artigo de Vennix et al. ' e Inter-
national Journal of Molecular Medicine (fator de impacto
em 2005: 2,090), com o artigo de Naim et al "2, Apos a
analise destes artigos, foram escolhidos os termos immu-
nohistochemistry IMH) e external auditory canal (EAC).
Também foram avaliadas as referéncias bibliograficas dos
artigos selecionados, para a inclusio de estudos que nao
tinham sido identificados pela pesquisa com as palavras-
chave escolhidas.

Os critérios de inclusao foram:

e Artigos publicados em periddicos indexados
identificaveis na literatura mundial

e Artigos diretamente relacionados a pesquisa de
marcadores imunoistoquimicos de hiperproliferacao na
epiderme do meato acustico externo normal

Os critérios de exclusao foram:

e Artigos identificados, porém sem relacao direta ou
indireta com a avaliacao imunoistoquimica da epiderme
do meato acustico externo normal

e Artigos sobre doengas incomuns ao meato acus-
tico externo e sem nenhuma relacio com o epitélio

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

RESULTADOS

A busca nas bases de dados eletronicas com a
combinacio das palavras-chave escolhidas identificou 91
artigos (Quadro 1).

Ap6s analise dos artigos selecionados, 75 foram
excluidos por nao estarem diretamente relacionados aos
objetivos deste estudo. Com isso, foram incluidos neste
estudo apenas 16 artigos.

Quanto aos desenhos dos estudos, 14 (87,5%) fo-
ram estudos transversais'™* e apenas dois (12,5%) foram
experimentais'> 1°.

Dentre todos os artigos incluidos nesta revisao,
cinco (31,25%) foram publicados com objetivo tnico de
analisar, por meio da imunoistoquimica, a epiderme do
meato acistico externo normal*>#1°. Os outros 11 estudos
(68,75%) o utilizaram apenas como amostra controle para
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Quadro 1. Artigos identificados apds busca nas bases de dados
eletronicas

Quadro 3. Antigenos pesquisados na epiderme do meato acustico
externo em relacao ao colesteatoma

IMH EAC IMH + EAC
PubMed (Medline) 405.268 4148 91
CCTR 808 37
LILACS 945 73
SciELO 290 15

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

avaliacao da imunoexpressao de antigenos no colesteato-
ma, seja ele da orelha média ou externa”#101¢,

Virios marcadores foram pesquisados por meio de
métodos imunoistoquimicos nos estudos analisados. Nos
cinco artigos exclusivamente sobre epiderme do MAE nor-
mal, foi analisada a expressao do Ki-67, vimentina, PCNA,
IgA, 1gG, IgM e varias citoqueratinas' 551,

As citoqueratinas foram pesquisadas em quatro dos
cinco estudos exclusivamente sobre a epiderme do MAE
normal e em quatro dos 11 estudos que utilizaram o epité-
lio do MAE como controle, num total de sete estudos. Os
outros antigenos mais pesquisados foram o Ki-67, em seis
trabalhos, e o PCNA, em trés trabalhos. (Quadros 2 e 3)

Quadro 2. Antigenos pesquisados exclusivamente na epiderme do
meato acustico externo normal.

Ano Autor N° de amostras Ant|g'enos
pesquisados
Broekaert, - e CK4,5,7,8,10, 13,
1993 Boedts Nao especificado 14.16,18 € 19
Lepercque CK4,5,7,8,10, 13,
1993 etal. 6 14,16,18e 19
. CK5,6,7,8,10, 13,
1996 Vennix et al. 8 14,16, 17, 18 19
1997  Kakoi et al. Ki-67 e PCNA
2007 Sanjuan et al. 10 CK 5,10, 16,17 e 19
DISCUSSAO

Dentre os marcadores citados neste artigo, os mais
pesquisados foram as citoqueratinas (CK), um complexo
de 20 polipeptideos da familia dos filamentos intermedi-
arios que compoem o citoesqueleto das células epiteliais.
Estes filamentos sao divididos, de acordo com seu peso
molecular e seu ponto isoelétrico, em duas subfamilias:
as basicas e as dcidas. Uma CK 4cida com uma CK bisica
formam um par de CKs. Cada par € caracteristico de um

Ano Autor an':l;ifas Antigenos pesquisados
1992 Broekaert et al. 5 CK:{’ 5167 188’ ;?’913’
1994  Sasaki, Huang 2 CK13e 16
1996  Schilling et al. 13 Ki-67

1998 Kojima et al. 10 PCNA

1998 Tanaka et al. 5 PCNA

1999 Kim, Chung 26 CK 4;’7*?'1130(; 11% 16,
2001 Bayazit et al. 18 P27

2003 Adamkzyc et al. 15 Ki-67

2004 Ribeiro et al. 1 CK 16 e Ki-67
2005 Raynov et al. Ki-67

2006 Hwang et al. 10 Ki-67 e PPAR-gama

tipo de epitélio (simples ou estratificado). A expressao
das CKs pode determinar o estdgio de diferenciacao dos
queratinocitos, a capacidade proliferativa, bem como a
localizacao e as condicoes ambientais de crescimento.
A CK16, segundo Ribeiro et al. ™ é encontrada em teci-
dos em estagio de hiperproliferacio como nas doencas
epidérmicas hiperproliferativas benignas (verruga vulgar,
psoriase, queratose actinica e dermatite seborreica), teci-
dos em fase de cicatrizacio e nas doencgas epidérmicas
malignas como o carcinoma espinocelular. Esta ausente na
epiderme normal exceto em zonas submetidas a pressiao
e ao atrito (planta dos pés, polpa digital e calcanhar) e no
epitélio de revestimento dos foliculos pilosos.

As citoqueratinas, apesar de serem os marcadores
de proliferacio mais frequentemente estudados, foram
pesquisadas exclusivamente na epiderme do MAE normal
apenas por Broekaert, Boedts ', Lepercque et al "® Ven-
nix et al.! e Sanjuan et al.! ™. Outros autores as pesquisa-
ram em doencas das orelhas média e externa, utilizando
a epiderme do meato apenas como controle. Broekaert,
Boedts’, Lepercque et al.’>, Vennix et al.' pesquisaram a
distribuicao das citoqueratinas nas diversas partes do MAE
e na parte externa da membrana timpanica, indicando
inclusive em qual camada do epitélio as CK estavam
expressas. Observaram a CK16 na regido mais medial e
inferior da por¢ao 6ssea do meato, nos queratinécitos das
camadas suprabasais. Esta CK nao foi expressa na por¢ao
cartilaginea do meato. Segundo Vennix et al.!, a CK 16 es-
tava presente no anel fibrocartilagineo, na parte flacida da
membrana timpanica e na sua parte tensa, proxima ao cabo
do martelo. Lepercque et al.> observaram uma diminuicio
gradual na intensidade de expressao da CK16 em dire¢iao
centripeta na membrana. Isto demonstra uma capacidade
proliferativa nas camadas suprabasais da epiderme das
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regides proximas ao anel fibrocartilagineo. Sanjuan et al.*°
pesquisaram a expressao das citoqueratinas 5, 10, 16, 17 e
19 na epiderme do MAE normal e em células da epiderme
do MAE provenientes de cultura. Os autores observaram
que os padroes de expressiao destes filamentos estariam
mantidos antes e apds a cultura, inclusive em relacao a
localizac2o nas camadas epidérmicas observadas por Le-
percque et al.> e Vennix et al..

Nos estudos que analisaram o epitélio do MAE ape-
nas como controle, houve expressao da CK 16 na mesma
regio do MAE, nas camadas suprabasais, porém os autores
nao relataram o local de obtencio das amostras6, com
excecdo de Broekaert et al.” que observaram a presenca
de CK 16 na regidao do anel fibrocartilagineo, bem como
no epitélio justatimpanico (Figura 1).

Figura 1. Expressao de CK 16 nas camadas suprabasais no epitélio
do meato acustico externo normal (fonte: Departamento de Morfologia
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo)

Outro marcador de hiperproliferacao muito estuda-
do foi o Ki-67. O antigeno nuclear Ki-67 é um marcador
relacionado a proliferacio celular e foi pesquisado em
cinco artigos®*2 Todos o0s autores encontraram expressiao
deste marcador no meato acustico externo normal, porém
apenas um dos trabalhos se refere a localizacdo de obten-
¢ao das amostras. Kakoi et al.® observaram a presenca do
Ki-67 nas células basais da pars flicida e da pars tensa da
membrana timpanica, no anel fibrocartilagineo e na regiao
proxima ao cabo do martelo. Ja na epiderme do meato, o
Ki-67 foi observado principalmente proximo a regido anu-
lar inferior. Tanto no MAE como na membrana timpanica a
expressdo deste marcador coincide com a da citoqueratina
16, demonstrando a caracteristica hiperproliferativa destas
regides. Schilling et al.9, Adamczyk et al.’’, Raynov et al."!
e Hwang et al. 12 observaram forte positividade para o
Ki-67 na epiderme do MAE, sem no entanto especificarem
a localizacao de obtencao das amostras (Figura 2).

Figura 2. Expressao de Ki-67 na camada basal, estendendo-se para
as camadas suprabasais no epitélio do meato acustico externo normal
(fonte: Departamento de Morfologia da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Santa Casa de Sao Paulo)

Outro antigeno nuclear de proliferacao celular, o
PCNA, foi estudado no MAE normal em trés artigos®'>'.
Kakoi et al.®, que pesquisaram este antigeno juntamente
com o Ki-67, encontraram um padrao semelhante de
expressao nas camadas basais das regides proximas ao
anel fibrocartilagineo, incluindo a por¢ao 6ssea do meato.
Demonstraram haver uma diminui¢io gradativa de sua
expressao na membrana timpanica em sentido centripeto,
similar ao da CK16. Kojima et al."” e Tanaka et al." também
encontraram positividade do PCNA na epiderme do MAE,
sendo que os primeiros observaram sua expressio na ca-
mada basal, estendendo-se para as camadas suprabasais da
epiderme do meato, e os ultimos, apenas na camada basal.
Como em nenhum destes trabalhos houve especificacao
do exato local de onde as amostras foram obtidas, nao é
possivel afirmar que somente a regido proxima do anel
possui positividade para o PCNA.

Alguns outros antigenos relacionados a hiperproli-
feracao foram estudados na epiderme do meato acustico
externo, porém em apenas um trabalho cada e sem a
descricao do local de obtencio das amostras'*>. Eles po-
dem corroborar ainda mais a capacidade hiperproliferativa
da epiderme desta regiao. E o caso do p27, pesquisado
por Bayazit et al.® e do PPAR-gama, por Hwang et al.'%
cujas expressoes foram observadas na epiderme do meato
acustico externo normal.

Como demonstrado pelos trabalhos aqui descritos,
a epiderme do meato acustico externo possui expressio
de marcadores de proliferacdo, mais especificamente em
sua parte mais profunda, junto ao anel fibrocartilagineo. E
€ nesta regiao que ocorre a migracao do epitélio que dara
origem a0 colesteatoma de orelha média, segundo teoria
bastante aceita para sua génese.” Ainda nao ha aplicacio
clinica para a pesquisa de rotina destes marcadores como
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fator prognostico em pacientes com otite média cronica.
Porém, com a progressiao dos estudos € um maior enten-
dimento das caracteristicas hiperproliferativas do MAE,
varias ddvidas estardo cada vez mais proximas de serem
esclarecidas como, por exemplo, o risco de desenvolvi-
mento de colesteatoma de orelha média em pacientes
com perfuracio timpanica, avaliacao da agressividade do
colesteatoma ou mesmo a estimativa do risco de recidiva
apoOs tratamento cirdrgico.

CONCLUSAO

1. Ha uma concentra¢iao de marcadores de hiperpro-
liferacao no anel fibrocartilagineo e nas regides do meato
acustico externo e da membrana timpanica adjacentes,
principalmente nas por¢coes mais inferiores do MAE;

2. A CK16 ¢ encontrada na epiderme do meato
acustico externo normal apenas em sua parte 0ssea e, na
membrana timpanica, sua expressao diminui em sentido
centripeto;

3. O Ki-67 e o PCNA também sio encontrados na
parte 6ssea do meato acustico externo e na membrana
timpanica, nos mesmos locais onde hd expressio da CK 16.
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