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Resumo

Introdugéo: Ocolesteatoma da orelha média é caracteri-
zado pela presenca de epitélio escamoso estratificado
queratinizado nesta cavidade, causando destruicdo 6ssea e
podendo levar a complica¢des. Algumas substancias como a
citoqueratina 16 e o Ki-67, marcadores de proliferagdo celu-
lar, vém sendo utilizadas para estudar essa doenca. A CK 16 €
um filamento protéico, situado no citoplasma das células
epiteliais, caracteristico de epitélios hiperproliferativos. O Ki-
67 € um antigeno nuclear que aparece nas células em esta-
gio de proliferagdo. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi
estudar a imunoexpressdo da CK 16 e do Ki-67 no colestea-
toma adquirido. Forma de estudo: Clinico prospectivo.
Material e Método: Foram colhidas amostras de colesteato-
ma de 31 pacientes submetidos a cirurgia otoldgica, sendo
20 adultos e 11 criangas, no periodo de 1998 e 2000. Essas
amostras foram submetidas a analise histol6gica e imuno-
histoquimica para estudo da expressdo da CK 16 e do Ki-67
na matriz do colesteatoma. Resultado: A analise dos resulta-
dos mostrou a presenca da CK 16 nas camadas suprabasais
da matriz do colesteatoma e, do Ki-67, na camada basal, es-
tendendo-se para as camadas suprabasais e, inclusive, para a
camada apical da matriz. A reacdo aos anticorpos anti-CK 16
e Ki-67 foi heterogénea. A correlagdo entre a CK 16 e o Ki-
67 suprabasal com varidveis morfoldgicas, como acantose do
epitélio e hiperplasia da camada basal formando cones
epiteliais em direcdo a perimatriz, foi positiva e significativa.
Também houve relagdo positiva e significativa entre a CK 16
e o Ki-67 suprabasal e apical. Concluséo: Esses resultados
permitem concluir que o colesteatoma tem caracteristicas hi-
perproliferativas, expressando a CK 16 e o Ki-67 na sua ma-
triz.

ARTIGO ORIGINAL
ORIGINAL ARTICLE

%* % % &

Expression patterns of
cytokeratin 16 and the nuclear
antigen Ki-67 in acquired
middle ear cholesteatoma

Palavras-chave: imuno-histoquimica, citoqueratina, antigeno
Ki-67, ouvido médio, colesteatoma.
Key words: immunohystochemistry, cytokeratin, Ki-67
antigen, middle ear, cholesteatoma.

Summary

I ntroduction: Cholesteatomas of the middle ear are
characterized by the presence of stratified squamous
epithelium in this cavity presenting with highly invasive
properties which may cause destruction of the bone and
lead to complications. Substances such as cytokeratin (CK)
16 and Ki-67 are some of the markers of cellular proliferation
and have been used to study this disease. CK 16 is a protein
filament located in the cytoplasm of epithelial cells and typical
of hyperproliferating epithelium. Ki-67 is a nuclear antigen
found in cells that are in the proliferating stage. Aim: The
objective of this research project was to study the expression
of CK 16 and Ki-67 in acquired cholesteatomas. Study
design: Clinical prospective. Material and Method:
Samples were obtained from 31 patients submitted to
otologic surgery for the removal of a middle ear
cholesteatoma from 1998 to 2000. Twenty patients were
adults and 11 were children. Samples were studied by
histology and by immunohystochemistry for the expression
of CK16 and Ki-67 in the matrix of the cholesteatoma.
Results: CK 16 was found in the suprabasal layers of the
matrix of the cholesteatoma, and Ki-67 was found from the
basal layer all the way to the suprabasal and apical layers.
Reaction to anti-CK 16 and Ki-67 antibodies was
heterogeneous. There was a positive and significant relation
between morphological variables such as epithelial acantosis
and hyperplasia of the basal layer and the presence of
suprabasal CK16 and Ki-67 in the matrix. Conclusion:
Based on the results of this study, the authors conclude that
cholesteatomas have hyperproliferating characteristics with
a significant-expression of CK16 and Ki-67 in the matrix.
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INTRODUCAO

Colesteatoma da orelha média é caracterizado pela
presenca de epitélio escamoso estratificado queratinizado,
retendo grande quantidade de lamelas de queratina, no
interior desta cavidade, com caracteristicas hiperproliferativas
e destrutivas, podendo evoluir para complicacdes.

Histologicamente, o epitélio do colesteatoma €
semelhante a epiderme da pele normal, contendo as quatro
camadas cléssicas dos tecidos epidérmicos (basal, espinhosa,
granulosa e cOrnea). O epitélio do colesteatoma é também
chamado matriz, e o tecido conjuntivo subepitelial, contendo
fibras colagenas, elésticas, fibrocitos e células inflamatorias,
perimatriz do colesteatoma’.

O advento da microscopia eletrénica de transmissao
permitiu uma avaliacdo aprofundada da estrutura celular, e
foi possivel observar a existéncia de filamentos protéicos
no citoplasma das células, de aproximadamente 10 nm de
didmetro, denominados filamentos intermediarios. Esses
filamentos fazem parte do citoesqueleto e sdo subdivididos
em 5 tipos diferentes, cada qual caracteristico de um
determinado tecido?®. Dentre eles, os mais complexos sdo
a classe das citoqueratinas (CKs), presentes em todas as
células epiteliais. Existem 20 CKs catalogadas até o
momento, com pesos moleculares que variam entre 40 e
68 kD e pH entre 5 e 8. S&o subdivididas em CKs &cidas e
basicas, e uma CK acida juntamente com uma béasica formam
um par de CKs, o que € o minimo necessario para se
constituir um filamento intermediario. De acordo com o
padrdo de CKs que uma célula expressa, pode-se inferir a
que tipo de epitélio ela pertence (simples ou estratificado),
o tipo de programa de diferenciagéo celular que ela segue
(esofagiano, cérneo ou tipo pele) e o estagio de proliferacédo
celular (normal ou hiperproliferativo), pois cada par de CKs
€ caracteristico de um determinado epitélio.

Sabe-se que o colesteatoma possui um padrao de
CKs semelhante ao da epiderme normal, epitélio do meato
acustico externo e camada epitelial da membrana timpanica,
contendo os pares de CKs 1-2/10 e 5/14. A mucosa da orelha
média expressa CKs diferentes (CKs 8/18 e 19), tipicas de
epitélios simples. Isto € mais um indicio de que a melhor
teoria para explicar a etiopatogenia do colesteatoma
adquirido é a da migracéo epitelial.

Além das CKs acima descritas, também ha, na matriz
do colesteatoma, a expressdo da CK 16 nas camadas
suprabasais, caracteristica de epitélios hiperproliferativos**®.
A CK 16 néo aparece na epiderme normal, exceto em areas
submetidas a pressao e atrito e no epitélio de revestimento
dos foliculos pilosos’. Porém, ela esta sempre presente nas
doencas epidérmicas hiperproliferativas®, sejam elas
benignas (psoriase, verruga vulgar, dermatite de contato,
dermatite atopica, dermatomiosite, queratose actinica) ou
malignas (carcinoma verrucoso, espinocelular e basocelular).
Regides especificas como o anel timpénico e a regido medial

e inferior do meato acustico externo, junto ao anel, também
expressam esta CK™®.

Dentre as substancias utilizadas como marcadores de
proliferacdo celular, existe o Ki-67, que é um antigeno
presente no nucleo das células em fase de multiplicacdo
(fases G, tardia, S, G, e M do ciclo celular). Alguns autores
como Bujia et al.’® e Mayot et al.’* observaram um elevado
percentual de células Ki-67 positivas na matriz do
colesteatoma em relacdo a epiderme normal, sendo este
percentual diverso em diferentes locais de um mesmo caso,
dependendo de varidveis como a espessura do epitélio,
presenca de granulacdo e maior quantidade de células
inflamatdrias na perimatriz.

O objetivo deste trabalho é detectar, utilizando
métodos imuno-histoquimicos, a presenca da CK 16 e do
Ki-67 no colesteatoma, correlacionando-os com varidveis
morfoldgicas, e verificar se ha diferencas entre o colesteatoma
das criancas e dos adultos.

CASUISTICA E METODO

A casuistica do presente trabalho constituiu-se de 31
pacientes submetidos & cirurgia otoldgica por apresentarem
histdria clinica e exame fisico compativeis com quadro de
otite média crdnica colesteatomatosa, no periodo entre 1998
e 2000, nos quais foram obtidas amostras para estudo
histoldgico.

A inclusdo dos pacientes neste estudo obedeceu aos
seguintes critérios:

* Achado de colesteatoma na orelha média durante o
procedimento cirdrgico.

¢ Disponibilidade de tecido emblocado em parafina
proveniente de amostras cirdrgicas, com representacao
do epitélio (matriz do colesteatoma).

Os pacientes operados neste periodo e incluidos no
estudo tinham idades variando entre 4 e 64 anos, com média
de 22,16 anos e mediana de 18 anos. Dos 31 pacientes,
tivemos 21 do sexo masculino (67,74%) e 10 do sexo
feminino (32,26%). Ainda em relacdo a idade, foram 11
pacientes menores de 16 anos (criangas — 35,48%) e 20
com idade igual ou superior a 16 anos (adultos — 64,52%). A
escolha do parametro de 16 anos para subdividir os dois
grupos etarios foi baseada nos trabalhos de Palva et al.*? e
Sheehy®3,

O material estudado foi fixado em formol a 10% e
processado pelas técnicas histoldgicas habituais, com inclusdo
em parafina, sendo submetido a sec¢bes em micrétomo
rotativo, obtendo-se cortes com 3 micrdmetros de espessura
para 0s exames histolégicos e imuno-histoquimicos. Alguns
cortes foram submetidos & coloragdo pela hematoxilina-eosina
para a andlise das varidveis morfoldgicas. Os cortes ndo
corados foram colocados em Iaminas previamente imersas
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no adesivo organosilano (Sigma, EUA), e submetidos a
técnica imuno-histoquimica através da imunoperoxidase em
procedimento de 3 etapas, com amplificacdo pelo sistema
avidina-biotina-peroxidase, sem tripsinizacdo prévia. Os
anticorpos monoclonais utilizados foram o anti-Ki-67 clone
Ki-S5 (Dako, Dinamarca) e keratin 16 (hyperproliferation-
related keratin) Ab-1 clone LL025 (Neomarkers, EUA).

Os aspectos morfolégicos analisados foram:

Atrofia: adelgagamento da matriz do colesteatoma, as
custas da diminuicdo do tamanho das células.

Acantose: aumento da espessura do epitélio, as custas da
proliferacdo das células da camada espinhosa.
Hiperplasia da camada basal com formacéo de cones
epiteliais: aumento do ndmero de células da camada basal
da matriz, formando invaginacfes para o interior da
perimatriz.

Processo inflamatdrio associado: caracterizado pela
intensidade da permeacéo da perimatriz por linfocitos,
neutrdfilos, plasmaocitos e macréfagos.

Presenca de tecido de granulacéo: caracterizado por um
tecido conjuntivo frouxo, rico em vasos neoformados e
contendo células inflamatdrias de permeio.

As varidveis processo inflamatério associado e
presencga de tecido de granulagéo s6 puderam ser avaliadas
nos casos onde havia perimatriz a microscopia optica.

Também foram analisadas as seguintes variaveis,
utilizando-se métodos imuno-histoquimicos:
* Ki-67 presente na camada basal da matriz do colesteatoma.
Ki-67 presente nas camadas suprabasais da matriz.
Ki-67 presente na por¢ao mais apical da matriz (excluindo-
se a camada cérnea).
CK 16 nas camadas suprabasais da matriz.

Tanto as variaveis morfolégicas como as imuno-
histoguimicas foram avaliadas de forma semiquantitativa e
graduadas, de acordo com a intensidade, de 0 a 3, sendo:
0 —ausente, 1 — fraca, 2 — moderada, 3 — acentuada

Foi realizada anélise estatistica dos dados obtidos
utilizando o teste exato de Fisher, o teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney e o coeficiente de correlagdo de Spearman.
Todos os testes foram realizados na forma bicaudal,
admitindo-se nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Em relacdo a avaliacdo clinico-cirdrgica, 11 dos 31
pacientes estudados apresentaram algum tipo de
complicacdo como erosdo da parede posterior do meato
acustico externo, fistula dos canais semicirculares, erosdo da
cortical da mastéide, fistula retroauricular, mastoidite,
meningite e paralisia facial periférica. De todas as
complica¢des encontradas, a mais freqiiente foi a fistula dos
canais semicirculares, somando 6 casos.

O resultado anatomopatoldgico dos 31 casos
analisados mostrou heterogeneidade na representacdo de
todas as variaveis estudadas, inclusive em um mesmo caso.

Em quase todos os fragmentos analisados, observou-
se alternancia entre areas de epitélio escamoso estratificado
adelgacado e outras onde havia predominio da acantose.
Dos 31 casos estudados no presente trabalho em relagéo a
atrofia e a acantose, 5 casos (16,13%) tiveram so atrofia e
um caso (3,22%) praticamente s acantose. Em 3 casos
(9,68%) observou-se um equilibrio entre as areas de atrofia
e acantose. Nos outros 22 casos (70,97%) as duas variaveis
apareceram com intensidades diversas, sendo que houve
um predominio da atrofia (valores maiores ou iguais a 2)
em 14 casos (45,16% do total de casos) e um predominio
da acantose (valores maiores ou iguais a 2) em 8 casos
(25,81% do total). A distribui¢do destas variaveis pode ser
analisada no Gréfico 1.

O epitélio dava origem a grande quantidade de
lamelas de queratina. Nos locais onde a matriz era mais
espessa, notavam-se areas com hiperplasia da camada basal,
formando cones epiteliais que invadiam a perimatriz. A
hiperplasia da camada basal com cones epiteliais ocorreu
em 41% dos 31 casos estudados, em intensidades variaveis,
como mostra o Grafico 2.

16%

26%

3%
10%

45%

O atrofia
M acantose
E equilibrio entre as duas variaveis

E presenca das duas variaveis, com predominio da atrofia

O presenca das duas variaveis, com predominio da acantose

Gréfico 1. Distribuicdo das areas de atrofia e acantose nos 31
casos estudados.
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o
32% 59%
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Gréafico 2. Distribuicdo da variavel hiperplasia da camada basal
formando cones epiteliais nos 31 casos estudados.
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Gréfico 3. Presenca e auséncia de perimatriz nos 31 casos
estudados. Apenas 22 deles (29%) tinham perimatriz presente.

Gréafico 6. Distribuicdo da variavel Ki-67 basal nos 31 casos
estudados.
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Gréfico 4. Distribuicdo da variavel processo inflamatério associado
nos 31 casos estudados.
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Grafico 5. Distribuicdo do tecido de granulagdo nos 31 casos
estudados.

A perimatriz ndo estava presente em todos 0s casos.
Apenas 22 deles (70,97%) tinham representacdo do corion
(Gréfico 3), logo, s6 nestes casos a intensidade da inflamagao
e do tecido de granulagdo puderam ser analisados. Em relacdo
a inflamac&o, dos 22 casos avalidveis, ela estava presente
em 20 deles (90,91%), com intensidades variando de fraca
a acentuada (Gréfico 4). J& o tecido de granulacdo apareceu
em aproximadamente metade dos casos avalidveis, em
menor intensidade (Grafico 5).

Gréfico 7. Distribuicéo da variavel Ki-67 suprabasal nos 31 casos
estudados.
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Gréafico 8. Distribuicdo da variavel Ki-67 apical nos 31 casos
estudados.

Em relagdo a avaliacdo imuno-histoquimica, a
heterogeneidade das rea¢des continuou a ser uma constante.
Em todas as amostras o Ki-67 estava presente no nucleo das
células da camada basal, em intensidades variaveis, porém
tendendo a moderada e intensa (Grafico 6). Em 21 dos 31
casos (67,74%), a reacdo ao anticorpo Ki-67 estendeu-se
para as camadas suprabasais (Gréafico 7), e, em 10 casos
(32,26%), manteve-se positiva até a camada mais apical,
logo abaixo da camada cérnea (Grafico 8).
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Gréfico 9. Distribui¢cdo da variavel CK 16 suprabasal nos 31 casos
estudados

Em relacdo a CK 16, a reagdo foi predominantemente
no citoplasma das células das camadas suprabasais, também
em intensidades variaveis em locais diferentes de um mesmo
caso. Sete dos 31 casos (22,58%) ndo reagiram ao anticorpo
anti-CK 16 (Gréfico 9).

Em relacdo a andlise estatistica dos resultados, foram
positivas e significativas as correlagdes entre as seguintes
variaveis, utilizando-se o coeficiente de correlacdo de
Spearman:

* Ki-67 apical com CK 16, Ki-67 suprabasal com CK 16 e
Ki-67 suprabasal com Ki-67 apical (p=0,0160, p=0,0001
e p=0,0001 respectivamente).
Ki-67 suprabasal e CK 16 com hiperplasia da camada
basal com formacgdo de cones epiteliais (p=0,0051 e
p=0,0040 respectivamente).
CK 16 e Ki-67 suprabasal com acantose (p=0,0001 e
p=0,0001 respectivamente).

Ja quanto as variveis atrofia e acantose, foi utilizado
o teste de correlagdo de Spearman, que mostrou haver
correlagcdo negativa e significativa entre elas (p=0,0001).

As outras correlacBes realizadas ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
estudados (inflamacdo moderada e acentuada X Ki-67
suprabasal, apical, CK 16 e presenca de complicaces;
complicagdes X hiperplasia da camada basal formando cones
epiteliais; expressdo da CK 16 moderada e acentuada entre
adultos e criancas).

DISCUSSAO

Em relagdo a atrofia e & acantose, em 25 dos 31 casos
estudados (70,97%), ambas as variaveis estavam presentes
na orelha média de um mesmo paciente. Em apenas um
dos 31 casos néo foi observada area de atrofia. Atrofia significa
diminuic¢do do tamanho da célula pela perda da substancia
celular, com reduc¢do dos componentes estruturais.
Representa uma forma de resposta adaptativa, onde a célula
tem seu funcionamento diminuido, mas ndo estd morta.

Quando um ndmero suficiente de células esta envolvido,
todo o tecido torna-se atréfico. Este processo € decorrente
de vérias causas, entre elas: diminui¢do do suprimento
sangiineo, nutricdo inadequada e compressdo. Como a
apoptose pode ser desencadeada por esses mesmos
mecanismos, a atrofia pode progredir até o ponto em que
as células sdo lesadas e morrem. Vérios trabalhos, como os
de Albino, Kimmelman, Parisiert, Chae et al.** e Tomita®,
estudaram a apoptose no colesteatoma e mostraram que
substancias indutoras da apoptose como o fator de necrose
tumoral (TNF), o fator 3 transformador do crescimento (TGF-
B) e o p53 estdo elevadas no colesteatoma quando
comparadas com a pele normal.

Correlacionando as variaveis atrofia e acantose, houve
relacdo negativa e significativa entre elas, mostrando que a
atrofia e a acantose séo inversamente proporcionais. Logo,
guanto maior a atrofia em uma determinada &rea, menor a
acantose, e vice-versa.

Para o estudo da inflamac&o, é necessaria a avaliagdo
da perimatriz, ja que esta é o sitio onde se encontram as
células inflamatdrias. Dos 31 casos analisados neste estudo,
a perimatriz s6 foi visualizada em 22 casos (70,97%); por
este motivo a inflamacéo s6 pode ser estudada nestes casos.
Nao ha como saber se os outros 9 casos (29,03%)
apresentavam ou nao inflamag&o. Segundo Lim & Saunders?,
todos os colesteatomas possuem perimatriz, mas nem
sempre ela pode ser observada & microscopia Optica. Em
alguns casos, a perimatriz é extremamente fina e s6 €
percebida com o auxilio da microscopia eletrdnica de
transmissdo. Nestes casos, as fibras colagenas estdo quase
ausentes, porém estruturas cristalinas sdo abundantes,
dispersas no material amorfo da perimatriz. Esses autores
acreditam que a diminuig&o na quantidade de fibras colagenas
seria um indicio da atividade da colagenase, enzima que
destroi fibras colagenas e esta presente no colesteatoma.
Outro fator para justificar esse fato seria a pressdo exercida
pelo contetdo do colesteatoma sobre a matriz e a perimatriz,
comprimindo o tecido contra o arcabouco 6sseo da orelha
média. Tanto a atividade da colagenase como a pressao
exercida sobre as paredes 6sseas da orelha média sdo fatores
gue poderiam explicar o poder de erosdo éssea que 0
colesteatoma apresenta. Os resultados do presente trabalho
mostraram que os adultos tiveram uma quantidade maior de
perimatriz visivel a microscopia éptica do que as criangas.
Isso € um achado que deveria ser melhor estudado, pois, se
realmente existir mais colagenase nas criangas do que nos
adultos, isso seria um dado interessante para explicar por
que, clinicamente, o colesteatoma nas criancas € mais
agressivo do que nos adultos.

Em relagdo ao presente estudo, dos 22 casos com
perimatriz visivel & microscopia 6ptica e que puderam ser
avaliados, células inflamatorias foram observadas em 20,
perfazendo um total de 90,91% dos casos. A reagdo
inflamatéria encontrada foi do tipo mista, contendo
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Figura 1. Fragmento de matriz de colestea-
toma com atrofia completa do epitélio e inten-
sa ortoqueratose (4). Ndo ha representacédo
da perimatriz nesta amostra. (HE — X 200).

Figura 2. Corte de fragmento de
colesteatoma mostrando matriz com
acantose proeminente ([), hiperplasia
da camada basal (%) e hipergranulose
(¥). Na perimatriz observa-se infiltrado
inflamatério misto (8), com linfécitos,
plasmécitos e histiécitos, além de
neoformacéo vascular. (HE — X 400).

At
Figura 3. Corte de fragmento de colesteatoma
mostrando matriz com intensa hiperplasia da
camada basal, formando amplos cones
epiteliais ([), que invadem a perimatriz. Nota-
se também acantose (%) na amostra, e o epitélio
forma grande quantidade de lamelas de
queratina. Na perimatriz ha um denso infiltrado
inflamatério linfo-histiocitario. (HE — X 100).

Figura 4. Reacdo ao anticorpo Ki-67 fortemente positiva, corando
os nlcleos de células da camada basal da matriz de fragmento de
colesteatoma (8)O anticorpo também corou um linfécito na perimatriz
(@). (IH - X 400).
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Figura 5. Reagéo ao anticorpo Ki-67 fortemente positiva nos nucleos

de células da camada basal, estendendo-se para as camadas
suprabasais e, inclusive, para a camada apical (8). (IH — X 400).

Figura 6. Reacdo ao anticorpo Ki-67 fortemente positiva nos nicleos
de células da camada basal da matriz de fragmento de colesteatoma,
estendendo-se para as camadas suprabasais (8). Nota-se discreta
hiperplasia da camada basal iniciando a formagé&o de cones epiteliais
(D. (IH = X 400).

camadas suprabasais da matriz de fragmento de colesteatoma ().
Notam-se acantose (%) e hiperplasia da camada basal da matriz,
formando amplos cones epiteliais ([), que invadem a perimatriz.
(IH-X 200).
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neutroéfilos, macrofagos, plasmacitos e linfocitos. Nao pdde
ser feita correlagdo estatistica entre casos com e sem
inflamac&o, pois praticamente todos os casos com perimatriz
possuiam células inflamatorias. Esse achado esta de acordo
com a observacao clinica, ja que é muito dificil ser encontrado
um colesteatoma sem processo inflamatorio.

Em relag8o as variaveis imuno-histoquimicas estudadas,
os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a
CK 16 ¢ expressa pelas células das camadas suprabasais da
matriz do colesteatoma, de forma heterogénea, sendo que,
dos 31 casos estudados, 7 ndo reagiram ao anticorpo anti-
CK 16, num total de 22,58%, semelhante & estatistica de
Kakoi et al.*®, de 25%.

Também foi analisada a imunoexpresséo do antigeno
Ki-67, presente no nucleo de células que estdo em fase de
multiplicagéo. O ciclo celular € constituido pelas fases G, S,
G,, e M. Afase G, € aquela onde as células estdo quiescentes,
em repouso, mas a qualquer momento podem entrar no ciclo
e iniciar o processo de multiplicagdo. As fases G, e G, sdo
fases de transicéo, a fase S é onde ocorre a sintese e duplicacdo
do DNA e a fase M é aquela onde ocorre a mitose
propriamente dita. O Ki-67 esta presente nas fases G1 tardia,
S,G,eM do ciclo celular, e ausente nas fases G, precoce e
G,"*. E um anticorpo muito utilizado para estudar o potencial
de crescimento das células tumorais, analisando a fragdo de
crescimento do tumor, ou seja, quantas células encontram-se
no ciclo celular. Cattoreti et al.* relataram a equivaléncia entre
0 Ki-67 e os anticorpos MIB 1, MIB 2 e MIB 3, que foram
produzidos utilizando-se partes recombinantes do antigeno
nuclear Ki-67. O Ki-67 esta presente no nicleo de algumas
células basais do epitélio do meato acustico externo, num
percentual pequeno. Ja no colesteatoma, o percentual de
células Ki-67 positivas na camada basal é maior, e estende-se
para as camadas suprabasais*1°222, Em relagao a camada basal
da matriz do colesteatoma, a reagéo é aproximadamente 2,3
vezes maior do que a encontrada na epiderme do meato
acustico externo®2,

Os resultados do presente trabalho mostraram 100%
dos casos apresentando Ki-67 na camada basal. 21 dos 31
casos (67,74%) exibiram células Ki-67 positivas nas camadas
suprabasais. 10 casos (32,26%) reagiram ao anticorpo Ki-67
também na camada mais superficial da matriz, logo abaixo da
camada cornea (Ki-67 apical), sendo 1 crianca (10% dos ca-
sos com Ki-67 apical presente) e 9 adultos (90%). A diferen-
¢a entre a presenca do Ki-67 apical nos adultos e nas criangas
foi estatisticamente significativa, sendo que nos adultos foram
encontradas mais células apicais Ki-67 positivas do que no
grupo das criancas, ao contrario do que seria esperado intuiti-
vamente quando comparada clinicamente a agressividade do
colesteatoma das criangas e dos adultos. Em relacdo ao Ki-67
basal e suprabasal, ndo foram observadas diferencas entre os
dois grupos etérios. Bujia et al.® também estudaram a reacédo
do MIB 1 em amostras de matriz de colesteatoma de 15 adul-
tos e 20 criancas e encontraram uma média de células MIB 1

positivas maior no grupo das criangas do que no dos adultos,
sendo esta diferenca estatisticamente significativa, resultado
este oposto ao encontrado no presente trabalho. Como esses
autores estudaram um ndmero um pouco maior de criangas
em relacéo a este trabalho (20 e 11 criancas, respectivamen-
te), seria interessante repetir a andlise dessas varidveis em
um ndmero maior de criangas, para verificar se realmente
existem diferengas estatisticamente significativas. Outro fato
gue deve ser relatado é que no seu estudo, Bujia et al. ndo
especificaram até que idade os individuos foram considera-
dos criancas.

A correlacdo entre as varidveis mostrou algumas
diferencas estatisticamente significativas entre elas. Em relacdo
ao processo inflamatério da perimatriz, como mais de 90% dos
casos tinham algum grau de inflamacdo, os casos foram
subdivididos em dois grupos, um onde a inflamacéo era ausente
ou fraca (valores menores que 2) e outro onde a intensidade
do processo inflamatério variava entre moderada e intensa
(valores maiores ou iguais a 2). Ndo houve correlacéo entre
esses dois grupos e a presenca das variaveis CK 16 e Ki-67
suprabasal ou apical. Portanto, neste estudo, pode-se inferir
gue ainflamacéo seja uma varidvel encontrada em praticamente
todos os casos de colesteatoma, mas nao foi observada correlagdo
positiva entre a intensidade da inflamacéo e a presenca da CK
16 ou do Ki-67 suprabasal e apical, diferentemente dos achados
de Sudhoff et al.?, Sudhoff et al.? e Vennix et al..

Uma relacdo muito interessante foi entre as variaveis
Ki-67 suprabasal, Ki-67 apical e CK 16 suprabasal. Houve
correlacéo positiva e estatisticamente significativa entre essas
variaveis. Logo, pode-se inferir que quanto maior o valor do
Ki-67 suprabasal, maior a quantidade da CK 16. Quanto maior
o valor do Ki-67 apical, também é maior a quantidade da
CK 16. E, conseqiientemente, quanto maior o Ki-67
suprabasal, maior o Ki-67 apical. Como a CK 16 é caracteristica
de epitélios hiperproliferativos e 0 Ki-67 é um indicativo de
proliferacdo celular, esses resultados confirmam a natureza
hiperproliferafiva do colesteatoma.

Continuando a andlise estatistica das variaveis estu-
dadas, procurou-se verificar alguma relagéo entre a existén-
cia de complicagBes e a presenca das variaveis Ki-67
suprabasal, Ki-67 apical, CK 16, hiperplasia da camada basal
com cones epiteliais e inflamac&o (moderada e acentuada).
N&o houve associacdo entre complicacdes e a presenca de
todas essas variaveis. Seria interessante retestar essas varia-
veis com uma casuistica maior, pois, empiricamente, casos
considerados mais agressivos, com elevado poder de des-
truicao 6ssea e de evoluir para complicagdes, deveriam ex-
pressar quantidades maiores do Ki-67 suprabasal, apical ou
da CK 16. Hoppe, em 1995%, também analisou a expressao
do Ki-67 em nove colesteatomas considerados agressivos,
30 menos agressivos e seis recidivas. A divisdo entre maior
e menor agressividade dos casos de colesteatoma baseou-
se em achados intra-operatdrios, como o grau de erosao
Ossea e presenca de processo inflamatorio e de tecido de
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granulacao exuberantes. Este autor também nao encontrou
diferencga estatisticamente significativa entre os tipos de
colesteatoma, porém sua casuistica em relagdo aos casos
considerados agressivos foi ainda menor do que a do pre-
sente trabalho (nove casos agressivos e 11 casos com com-
plicacéo, respectivamente).

J& em relacdo aos cones epiteliais e a acantose, a
correlacdo foi positiva e significativa entre estas variaveis e
a expressdo do Ki-67 suprabasal e da CK 16 suprabasal.
Logo, quanto maior a expressdo do Ki-67 suprabasal e da
CK 16 suprabasal, maior a hiperplasia da camada basal e a
acantose do epitélio. Esses resultados mostram que a
hiperplasia da camada basal formando cones epiteliais tem
relacdo direta com as variaveis indicativas de hiperprolifera-
¢do, estando de acordo com os trabalhos de Bernal
Sprekelsen et al.%, Hoppe?®, Mayot et al.'* e Sudhoff et al.?2.
E, também, quanto mais espessa a matriz, maior a expres-
sdo da CK 16 e do Ki-67, sendo que esses resultados estédo
de acordo com os de Bernal Sprekelsen? e Sudhoff et al.?2.

CONCLUSOES

O colesteatoma é uma doenca hiperproliferativa,
apresentando a CK 16 nas camadas suprabasais e o antigeno
nuclear Ki-67 na camada basal, estendendo-se para as
camadas suprabasais e, inclusive, para a camada apical de
sua matriz, em intensidades varidveis em diferentes locais
da orelha média do mesmo paciente.

Quanto maior a concentracio do Ki-67 suprabasal e
do Ki-67 apical, maior a quantidade da citoqueratina 16 nas
camadas suprabasais da matriz do colesteatoma. Quanto mais
espessa a matriz do colesteatoma e maior a quantidade de
cones epiteliais invadindo a perimatriz, maior a expressdo
da citoqueratina 16 e do Ki-67 nas camadas suprabasais.

N&o houve relacéo estatisticamente significativa entre
0 aumento da inflamacéo na perimatriz e maior expresséo
da citoqueratina 16 e Ki-67 nas camadas suprabasais da matriz
do colesteatoma. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre o colesteatoma nos dois grupos etarios
(criancas e adultos) em relagdo as variaveis CK 16 e Ki-67
suprabasal, apenas em relagédo ao Ki-67 apical, onde notou-
se um aumento na intensidade desta varidvel no grupo dos
adultos em relacéo as criancas.
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