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Resumo

Este estudo visa a analisar de modo critico a literatura
pertinente a respeito do papel das citocinas no colesteato-
ma adquirido. O colesteatoma da orelha média é caracteri-
zado pela presenca de epitélio escamoso estratificado
gueratinizado neste local, com alto poder invasivo, causan-
do destruicdo Ossea e podendo levar a complicagdes. As
citocinas séo glicoproteinas de baixo peso molecular que
atuam na intercomunicacgdo celular. S&o importantes na
estimulacdo e supressdo dos eventos da resposta imune,
desencadeando e coordenando a resposta inflamatéria, as-
sim como 0s processos de cicatrizacdo e remodelacao
tecidual. No colesteatoma ja foram observadas as seguintes
citocinas e fatores de crescimento: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-%,
TGF- £, TGF-2, EGF e KGF. Ocorre um sinergismo entre as
diferentes citocinas para resultar nas caracteristicas agressi-
vas do colesteatoma.
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/ Summary

his study aims at a critical analysis of the literature
regarding to the role of cytokines in acquired cholesteatomas.
Cholesteatomas of the middle ear are characterized by the
presence of stratified squamous epithelium in this cavity
revealing with highly invasive properties causing destruction
of the bone witch may bring complications. The cytokines
are glycoproteins of low molecular weight that act in the
cellular intercommunication. They are important at the
stimulation and suppression of the events of the immune
response, unchaining and co-ordinating the inflammatory
response, as well the wound healing and tecidual
remodelling. In cholesteatoma, they had been observed by
following cytokines and growth factors: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-
*, TGF-+, TGF-?, EGF and KGF. A synergism occurs among
different cytokines as result in the aggressive characteristics
of cholesteatoma.
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INTRODUCAO

O colesteatoma da orelha média é uma doenca
caracterizada histologicamente pela presenca de epitélio
escamoso estratificado queratinizado neste local, que
habitualmente é revestido por epitélio colunar pseudo-
estratificado ciliado.

O colesteatoma possui caracteristicas migratorias e
liticas, podendo causar eroséo 0ssea tanto da cadeia ossicular
guanto das células mastéideas, gerando complica¢6es endo
e exocranianas.

Diversos autores tém estudado o colesteatoma, na
tentativa de descobrir a etiopatogenia da doenca, que
permanece controversa. Dentre estes estudos, varios
trabalhos utilizando métodos imuno-histoquimicos
possibilitaram a analise mais detalhada das citocinas e sua
participacdo na etiopatogenia do colesteatoma.

Estes estudos imuno-histoquimicos trouxeram
progressos no diagndstico de diversas doengas, permitindo
a identificacdo de proteinas especificas de determinado tecido
por meio de uma reagdo antigeno-anticorpo, o que nao é
possivel com as técnicas histolégicas convencionais,
demonstrando, assim, que a inflamacéo estimula a liberagdo
de citocinas e estas estimulam o processo inflamatério,
desencadeando uma reagdo em cascata.

As citocinas sdo proteinas produzidas pelas células
em resposta ao processo inflamatorio e atuam modificando
as suas proprias caracteristicas e das células adjacentes. Muitas
delas ja foram estudadas e definidas, umas causando
vasodilatagdo, outras, ostedlise, outras, migragao de mastocitos
e/ou de células epiteliais, e ainda, formacéo de tecido de
granulacéo. Esta interacdo entre as citocinas acaba sendo, ao
mesmo tempo, causa e efeito do comportamento agressivo
do colesteatoma.

O colesteatoma da orelha média faz parte do cotidiano
dos otorrinolaringologistas e ainda nos dias atuais muitas de
suas caracteristicas permanecem controversas quanto a sua
etiopatogenia e agressividade. O objetivo deste trabalho é
realizar uma revisdo da literatura e uma anélise critica a
respeito da expressao de varias citocinas no colesteatoma,
identificando quais delas conferem aos colesteatomas
diferentes comportamentos.

REVISAO DA LITERATURA

Muito comum em nosso meio, o colesteatoma é uma
entidade rara em outros paises, representando 0,1% -0,5% de
todas as afecgBes da orelha. A proporcdo entre homens e
mulheres é de 1,2: 1,0, com idades variando de 3 a 70 anos.

Histologicamente, o epitélio do colesteatoma é
semelhante a epiderme da pele normal, contendo as quatro
camadas classicas dos tecidos epidérmicos (basal, espinhosa,
granulosa e cArnea). O epitélio do colesteatoma é também
chamado matriz, e o tecido conjuntivo frouxo subepitelial,

contendo fibras colagenas, elésticas, fibroblastos e células
inflamatérias, perimatriz do colesteatoma?.

A maioria das células do infiltrado inflamatorio é
linfécitos e macréfagos ambos estdo num estado
imunologicamente ativo, 0 que sugere que a inflamagdo no
colesteatoma seja um processo imunomediado®,

O colesteatoma possui caracteristicas hiperprolifera-
tivas, que estdo relacionadas com a presenca de
citoqueratinas (CK) e do Ki-67*%. As citoqueratinas séo
filamentos protéicos do cito-esqueleto das células epiteliais.
O colesteatoma e o epitélio do meato acustico externo, por
serem histologicamente semelhantes aos tecidos epidérmi-
c0s, possuem as citoqueratinas 1, 2, 5, 10 e 14. O interes-
sante € que existe uma citoqueratina no colesteatoma que
nao aparece na mucosa da orelha média nem no epitélio da
maior parte do meato acustico externo, que € a CK 16. Essa
citoqueratina é caracteristica de células epiteliais em estagio
de hiperproliferacdo. Ela aparece em todas as doengas
epidérmicas hiperproliferativas benignas como psoriase,
gueratose actinica, dermatite seborréica e verrugas, ou ma-
lignas como carcinoma espinocelular. Também esté presen-
te em zonas submetidas a pressdo (pés e polpa digital) e no
epitélio de revestimento dos foliculos pilosos. Ela aparece
nas camadas suprabasais da matriz do colesteatoma, mos-
trando que este epitélio, apesar de histologicamente ser
semelhante a pele normal, tem comportamento hiperproli-
ferativo *. O Ki-67 é um antigeno nuclear que aparece nas
células em estagio de multiplicacdo (fases G1, S, G2 e M do
ciclo celular). A presenca do Ki-67 em todas as camadas do
epitélio do colesteatoma confere a este caracteristicas hi-
perproliferativas®.

As Citocinas

As citocinas compreendem um grande nimero de
glicoproteinas de baixo peso molecular (menor que 80 kD)
que atuam na intercomunicag&o celular. Podem ser secretadas
e/ou expressas em membranas celulares ou armazenadas
na matriz extracelulare.

Um dos aspectos mais importantes dessas proteinas
€ o amplo espectro e potencial de a¢bes. Podem ser
produzidas por qualquer célula do corpo com excecao dos
eritrocitos. Sdo importantes na estimulacéo e supressdo dos
eventos da resposta imune, desencadeando e coordenando
a resposta inflamatoria, assim como 0s processos de
cicatrizacdo e remodelacao tecidual®.

Atualmente o termo citocina € usado como um nome
genérico para um grupo diverso de proteinas e polipeptidios
sollveis que agem como reguladores humorais em uma
pequena concentragao®.

As citocinas sdo também chamadas de citoquinas,
linfocinas, monocinas, imunotransmissores, imunocitocinas,
quimiocinas, interleucinas e interferons’.

Na imunidade natural, as citocinas efetoras sdo
produzidas principalmente por fagdcitos mononucleares e

RevisTA BRrasILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 70 (6) PARTE 1 Novemero/Dezemero 2004
/ e-mail: revista@sborl.org.br

http://www.sborl.org.br

Q11



costumam ser chamadas, portanto, monocinas. A maioria das

citocinas da imunidade especifica é produzida por linfGcitos

T ativados, e tais moléculas comumente sdo chamadas

linfocinas’.

Algumas citocinas compartilham a capacidade de
estimular o movimento leucocitario (quimiocinese) e o
movimento dirigido (quimiotaxia) e tém sido coletivamente
chamadas “quimiocinas”, uma contragdo de citocinas
guimiotaticas’.

Uma hipétese importante gerada na década de 70
foi que as citocinas eram sintetizadas principalmente por
leucdcitos e primariamente atuavam sobre outros leucocitos
e, desta forma, poderiam ser chamadas interleucinas (IL)".

Diferentes citocinas compartilham as mesmas
propriedades, as quais foram denominadas de propriedades
gerais, que sdo:

1. As citocinas atuam sobre muitos tipos celulares diferentes.

Esta propriedade é chamada pleiotropismo.

. As acbes das citocinas costumam ser redundantes. Muitas
funcdes originalmente atribuidas a uma citocina tém
provado ser propriedades compartilhadas de Vvérias
citocinas diferentes. Esta observagdo tem sido reforcada
pelo estudo de camundongos submetidos a processo de
eliminagdo génica e que ndo possuam genes para citocinas
em particular e ainda assim exibem apenas anormalidades
sutis de suas respostas imunes.

. As citocinas costumam influenciar a agdo de outras
citocinas. Duas citocinas podem interagir antagonizando-
se, produzindo efeitos aditivos ou, em alguns casos,
produzindo efeitos maiores que os antecipados ou até
peculiares, um tipo de interacdo comumente denominado
sinergismo.

. As citocinas costumam influenciar a sintese de outras
citocinas, levando a cascatas nas quais uma segunda ou
terceira citocina possa mediar os efeitos bioldgicos da
primeira citocina. A capacidade da citocina de potencializar
ou suprimir a producdo de outras pode proporcionar
importantes mecanismos regulatérios positivos e
negativos para respostas imunes e inflamatdrias.

. As citocinas, como outros horménios polipeptidicos,
iniciam sua acao por ligacéo a receptores especificos de
membrana na célula-alvo. Os receptores para citocinas
costumam mostrar afinidades muito altas por seus ligantes.
Em conseqliéncia, apenas quantidades muito pequenas
de uma citocina precisam ser produzidas para desencadear
um efeito bioldgico.

. As acdes das citocinas podem ser locais ou sistémicas. A
célula-alvo pode ser a mesma célula que secreta a citocina
(acdo autdcerina ou intracelular), uma célula vizinha (agao
paracrina ou intercelular). Quando produzidas em grandes
guantidades, as citocinas podem entrar na circulagédo e
agir a distancia do sitio de producéo (acdo enddcrina).

. Para muitas células-alvo, as citocinas atuam como

reguladoras da divisdo celular, isto €, como fatores de
crescimento.

Alguns imunologistas propuseram que as citocinas
deveriam ser agrupadas juntamente com os fatores de
crescimento epiteliais ou mesengquimais num grupo funcional
maior de moléculas reguladoras polipeptidicas®. Contudo,
outros autores continuaram a distinguir aquelas moléculas
cujas acdes primérias sdo as de mediadores de defesa do
hospedeiro (isto é, as citocinas) das moléculas cujo papel
primério reside no reparo tecidual (isto é, os fatores de
crescimento das células epiteliais e mesenquimais)’.

As Citocinas no Colesteatoma

A seguir iremos detalhar dados a respeito das citocinas
mais estudadas no colesteatoma adquirido:

A Interleucina 1 (IL1) é produzida principalmente
pelos macréfagos, e também por células endoteliais,
epiteliais, células de Langerhans, linfocitos T, B e NK,
fibroblastos, células mesangiais e células da glia. A IL1 é
mediadora da resposta inflamatoria na imunidade natural e
estimula a reabsor¢éo 6ssea aumentando o nimero de células
precursoras de osteoclastos, além de estimular a producao
de prostaglandinas e colagenases pelos fibroblastos e
osteoblastos. E sintetizada sob duas formas: a IL-1a e a IL-
1b’. A IL1 foi descrita no colesteatoma adquirido por diversos
autores®3,

A Interleucina 6 (IL-6) € uma citocina de 26 kD,
sintetizada por varios tipos celulares: macréfagos
(principalmente), linfécitos T e B, fibroblastos, células do
estroma da medula 6ssea, células epiteliais e endoteliais.
Estimula a proliferacdo de células T, a ativagdo do mecanismo
natural de morte celular e citotoxidade’. A IL-6 foi estudada
no colesteatoma adquirido por diversos autores®#15,

O Fator alfa de necrose tumoral (TNF-x), também
chamado de caquetina, é produzido principalmente por
macrofagos, mas também pode ser liberado por linfécitos e
mastocitos. Além de induzir producdo de colagenases e
prostaglandinas, é quimiotatico para células inflamatorias. O
TNF-+ regula a sintese de outras citocinas como a IL-6 e a
IL-1%7. O TNF-+ foi estudado no colesteatoma adquirido por
diversos autores®12131518,

O Fator beta transformador de crescimento (TGF-b)
é produzido por células endoteliais, macréfagos, neutrdfilos,
plaguetas, linfécitos T e B. Quanto & modulac¢io de
inflamacdo, suas a¢Bes podem ser pro-inflamatorias e
imunossupressoras. Em geral, células imaturas em repouso
sdo estimuladas por TGF-b, enquanto que estas mesmas
células, j4 ativadas, podem ser inibidas por TGF-b, que por
este motivo pode ser considerado uma “anticitocina”, ou
seja, faz uma regulagdo negativa da resposta imune. Sua
acdo pro-inflamatéria inclui quimiotaxia para macréfagos e
em menor escala para fibroblastos, aumento de expressdo
de moléculas de adeséo, e auto-inducéo de TGF-b. Possui
acdo angiogénica, promove a proliferacdo de coladgeno e de
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novos vasos. Esses achados sugerem que a superprodugéo
de TGF-b pode levar a cicatrizacdo e implica num mecanismo
patogénico na fibrose’. O TGF-b foi estudado no colesteatoma
adquirido por diversos autores1°2,

O Fator alfa transformador de crescimento (TGF-a) é
um fator polipeptidico de crescimento para células epiteliais
e mesenquimais. O TGF-a é produzido por queratinécitos,
macréfagos e plaquetas, tendo sua imunoexpressdo
aumentada em varias doencas epidérmicas incluindo o
colesteatoma e tumores ectodérmicos. Tem estrutura
relacionada ao fator de crescimento epidérmico (EGF) e
liga-se ao seu receptor’. O TGF-a foi estudado no
colesteatoma adquirido por diversos autores®2,

O fator de crescimento epidérmico (EGF) é um
polipeptidio que estimula a proliferacdo de células
epidérmicas, fibroblastos e células endoteliais (angiogénese).
O seu receptor (EGF-R) esté localizado no tecido epitelial®.
O EGF e o EGF-R foram estudados no colesteatoma
adquirido por diversos autores!®2.:252,

O fator de crescimento de queratindcitos (KGF) é
um polipeptideo que estimula a proliferacéo e diferenciacio
de células epidérmicas. Pode ser produzido por fibroblastos.
O seu receptor (KGF-R) esta localizado no tecido epitelial®.
O KGF e o KGF-R foram estudados no colesteatoma
adquirido por Yamamoto-Fukuda et al.?.

DISCUSSAO

Quanto a génese do colesteatoma adquirido, muito
ja se discutiu e nos dias de hoje hd um consenso sobre a sua
classificagdo em primério e secundério e sobre as respectivas
teorias para explicar a origem de cada um destes subtipos.
A patogénese do colesteatoma adquirido esta diretamente
relacionada as afec¢6es da orelha média, quer por disfungdes
cronicas da tuba auditiva, quer por infecgdes por ela oriundas,
causando uma perfuracdo da membrana timpénica. Tanto o
aparecimento quanto a evolugédo de um colesteatoma sao
multifatoriais e estdo relacionados as caracteristicas genéticas
e de biologia molecular de suas células. O potencial migratério
das células do meato, justatimpanicas, é dado por
citoqueratinas com caracteristicas de proliferacdo que sé
aparecem em doencas epidérmicas hiperproliferativas
benignas e zonas submetidas a pressdo e atrito. Este
potencial é reativado quando estimulado por forgas fisicas
gue exercem pressdo ou por processo infeccioso, como
ocorre no colesteatoma®*. Desde que esse processo se inicie,
tanto a inflamag&o decorrente da otite média secretora quanto
a infeccao bacteriana estimulam a liberag&o de citocinas. Essas
propriedades fazem os colesteatomas ter comportamentos
individuais, uns mais, outros menos agressivos. Uns com
caracteristicas recidivantes, outros ndo®.

Entre as diversas estruturas descobertas na cascata de
eventos da resposta inflamatéria e homeostasia do corpo
humano, as citocinas vém sendo o principal alvo de

pesquisas’.

Inimeras citocinas ja foram estudadas no colesteatoma
adquirido e iremos discutir o papel de cada uma delas.

A Interleucina 1 (IL1) foi descrita no colesteatoma
adquirido por Marenda & Aufdemorte® e Bujia et al.”?, que
concordaram em seus achados, observando a
imunoexpressdo da IL-1 em todas as camadas do epitélio e
no subepitélio do colesteatoma Discordando destes achados,
Akimoto et al.’2, observaram a imunoexpressao da IL-1
apenas no tecido subepitelial do colesteatoma. Esta diferenca
talvez possa ser explicada pelo estudo realizado por Chung
& Yoon!, que realizaram uma dissociacéo do tecido epitelial
do subepitelial e utilizaram as células epiteliais para realizar
cultura de tecido. Estes autores observaram que as células
epiteliais produziam IL-1 apenas quando estavam sob
influéncia do tecido subepitelial. Este fato ja é descrito na
imunologia, pois o principal indutor da sintese de IL-1 é o
linfécito T, neste caso presente no subepitélio do
colesteatoma.

Em relacdo a imunoexpresséo da interleucina 6 (IL-
6) podemos dizer que houve um consenso entre 0s autores,
tanto Marenda & Aufdemorte® quanto Bujia et al.’, a
encontraram em todas as camadas do epitélio e no tecido
subepitelial do colesteatoma.

Quanto ao papel das interleucinas no colesteatoma,
a IL-1 estimula a reabsor¢do Gssea aumentando o nUmero
de células precursoras de osteoclastos, além de estimular a
produc&o de prostaglandinas e colagenases pelos fibroblastos
e osteoblastos. A IL-6 também induz a formacdo de
osteoclastos. Concentracdes elevadas de IL-6 foram
associadas a erosdo da cadeia ossicular e presenca de tecido
de granulacdo intra-operatério. A 1L-8 promove a produc¢do
de colagenases, proteinas envolvidas nos processos de lise
Osseadot,

Quanto a imunolocaliza¢do do fator alfa de necrose
tumoral (TNF-t) no colesteatoma adquirido houve
discordancia entre os autores. Yan & Huang'® observaram a
imunoexpressdo do TNF-a nas células basais e espinhosas
do epitélio e no tecido subepitelial. Enquanto Marenda &
Aufdemorte® descreveram a imunoexpressao do TNF-a nas
camadas suprabasais do epitélio do colesteatoma humano e
no tecido subepitelial, mas ndo foi encontrado nas camadas
basais. J& nos estudos de Sastry et al.’®, o TNF-a foi
imunoexpressado em todas as camadas do epitélio do
colesteatoma. Discordando destes achados, Akimoto et al.*?
observaram a imunoexpressao do TNF-a apenas no tecido
subepitelial do colesteatoma.

Em relacéo ao papel do TNF-a no colesteatoma, ele
age como um mediador nos processos de destruicdo e
remodelacdo dos tecidos, aumenta a atividade das
colagenases, expondo a superficie éssea a acdo dos
osteoclastos. E um regulador autécrino do crescimento
estimulando a sintese protéica, proliferacdo e diferenciacdo
terminal dos queratinécitos e fazendo com que haja um
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aumento na producao de queratina. A queratina atua como
estimulo inflamatério, levando a formacéo de tecido de
granulacdo. A concentracdo de TNF-a € proporcional ao grau
de destruicdo 6ssea. A concentracdo de TNF-a também é
elevada no soro de pacientes com colesteatoma, em especial
naqueles com grandes extensdes de destruicdo dssea'®.

Podemos observar uma discordancia dos autores
guanto a imunoexpressdo do TGF-b no colesteatomas, pois
Lang et al.*® e Sudhoff et al.? 0 encontraram apenas no tecido
subepitelial, enquanto Marenda & Aufdemorte® o localizaram
nas camadas suprabasais do epitélio e no tecido subepitelial
do colesteatoma humano.

Quanto ao papel do TGF-b no colesteatoma, ele regula
a proliferacdo de osteoblastos e sua diferenciacao, diminui o
numero de osteoclastos, estimula os macréfagos e fibroblastos,
além de inibir a acdo de enzimas proteoliticas que destroem
os tecidos neoformados, resultando em formacao de tecido
de granulacdo no local. A atividade do TGF-b2 esta
correlacionada com a presenga da erosdo dssea na orelha média
e a atividade do TGF-b1 esta correlacionada com o tempo de
evolucdo da doenca. O TGF-bl inibe a formacdo de
osteoclastos e também inibe outras citocinas como a IL-1. Sua
presenca possivelmente diminuiria a proliferacdo do
colesteatoma e formac&o de lamelas de queratina®.

Ha uma concordancia entre os autores quanto a
imunoexpressdo do TGF-a, pois todos eles o encontraram
em todas as camadas do epitélio do colesteatoma??, E
apenas alguns destes autores observaram a imunoexpressao
do TGF-a também no tecido subepitelial do colesteato-
ma?22, O TGF-a interage com o EGFR, presente na super-
ficie celular®.

O fator de crescimento epidérmico (EGF) e seu
receptor (EGF-R) foram estudados no colesteatoma adquirido
por diversos autores que concordaram nos seus achados
guanto a imunoexpressdo do EGF-R em todas as camadas
do epitélio do colesteatoma??52,

O fator de crescimento de queratindcitos (KGF) e o
seu receptor (KGF-R) foram estudados no colesteatoma
adquirido por Yamamoto-Fukuda et al.” que detectaram o
KGF exclusivamente nos fibroblastos do tecido subepitelial,
enquanto o KGF-R foi localizado exclusivamente no epitélio
dos colesteatomas. O estudo realizado por estes autores
aponta o futuro no estudo dos colesteatomas, pois no tecido
epitelial encontra-se o receptor para citocina e no tecido
subepitelial encontra-se a citocina.

O processo inflamatério que ocorre no tecido
subepitelial do colesteatoma parece ter um papel importante
na producdo das citocinas que atuam tanto no tecido
subepitelial quanto no tecido epitelial do colesteatoma. Esta
interacdo entre epitélio e subepitélio foi bem demonstrada
guando se realizou cultura de tecido do colesteatoma,
separando o epitélio do subepitélio™.

Novos estudos devem ser realizados comparando as
diferengas no padrdo de expressdo das citocinas entre o

colesteatoma infectado e o colesteatoma seco, ou ainda,
descrevendo a expressao das citocinas no revestimento das
cavidades radicais epitelizadas, no intuito de uma melhor
compreensdo desta doenca tdo freqiiente em nosso meio.

COMENTARIOS FINAIS

No colesteatoma ja foram observadas as seguintes
citocinas, fatores de crescimento e receptores: IL-1, IL-6, IL-
8, TNF-t, TGF- £, TGF-2, EGF, EGF-R, KGF e KGF-R. Porém,
ndo hd uma concordancia entre os autores sobre a
imunolocalizacdo de uma mesma citocina.

N&o hé apenas uma citocina responsavel para cada
caracteristica do colesteatoma, como reabsorcao 6ssea,
invasdo, angiogénese. O que existe &€ um sinergismo entre
as diferentes citocinas resultando nestas caracteristicas
agressivas do colesteatoma.
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