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criancas e de adultos
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Resumo

O colesteatoma ¢é constituido de matriz, perimatriz e
conteddo cistico. Alguns autores afirmam que, em criancas,
seu comportamento clinico é mais agressivo do que em adul-
tos. Objetivos: Comparar histologicamente colesteatomas
de criancas e adultos. Metodologia: Foram analisados 74
colesteatomas, sendo 35 de pacientes pediatricos (<18 anos)
e 39 de adultos (>18 anos). Foram avaliados o nimero de
camadas celulares e hiperplasia na matriz; espessura, epitélio
delimitante, fibrose, inflamacao e granuloma na perimatriz.
A anilise estatistica foi realizada com o programa SPSS 10.0,
utilizando os coeficientes de Pearson e de Spearman, testes t
e de qui-quadrado. O nimero de camadas celulares na matriz
foi de 8,2+4,2. A hiperplasia aparece em 17%, a fibrose em
65%, o granuloma em 12% e o epitélio delimitante em 21%.
A perimatriz apresentou uma mediana de 80 micrometros
(37 a 232), valor minimo zero e valor maximo 1.926. O grau
histolégico de inflamacao foi considerado de moderado a
acentuado em 60%. Ao aplicarmos o coeficiente de Spearman
entre o grau de inflamacdo e média de camadas celulares
da matriz com as varidveis sumarizadoras da medida de
espessura da perimatriz encontramos correlacoes, signifi-
cativas, com magnitudes de moderadas a grandes (rs=0,5 e
P<0,0001). Conclusao: Nao foram identificadas diferencas
morfolégicas entre os colesteatomas de adultos e criancgas.
Encontramos correlacio entre a intensidade da inflamacao
e da média de camadas celulares da matriz com a espessura
da perimatriz, o que pode predizer sua agressividade, mais
estudos sio necessarios para definir o papel deste achado
na patogénese do colesteatoma.

Histologic description of
acquired cholesteatomas:
comparison between children
and adults
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Summary

Cholesteatoma is constituted of matrix, perimatrix and
cystic content. Some authors affirm that, in children, its
clinical behavior is more aggressive of the than in adults.
Aims: Histologic compared cholesteatomas of children and
adults. Methodology: 74 cholesteatomas been analyzed,
being 35 of pediatrics patients (<18 years). The average
number of cellular layers and hyperplasia in the matrix had
been evaluated; thickness, delimitante epithelium, fibrosis,
inflammation and granuloma in the perimatrix. The analysis
statistics was carried through with program SPSS 10,0, using
the coefficients of Pearson and Spearman, test of qui-square
and t test. The number of cellular layers in the matrix was
of 8,244 2. The hyperplasia appears in 17%, fibrosis in 65%,
granuloma in 12% and the delimitante epithelium in 21%.
The perimatrix presented a medium one of 80 micrometers
(37 the 232), minimum value zero and maximum value 1.926.
The histological degree of inflammation was considered
of moderate the accented one in 60%. When applying the
coefficient of Spearman enters the inflammation degree and
average of cellular layers of the matrix with the variables of the
measure of thickness of the perimatrix we find correlations,
significant, with moderate magnitudes of the great ones
(rs=0,5 and P<0,0001). Conclusion: Adults colesteatomas of
and child had not been identified to morphologic differences
between. We find correlation enters the intensity of the
inflammation and of the average of cellular layers of the
matrix with the thickness of the perimatrix, what it can predict
its aggressiveness, more studies are necessary to define the
paper of this finding in pathogenesis of cholesteatoma.
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INTRODUCAO

Na otite média cronica colesteatomatosa, o des-
controle da proliferacio celular leva ao crescimento de
um cisto de epidermodide, o colesteatoma', sendo carac-
terizado pela presenca de epitélio escamoso estratificado
queratinizado no interior de qualquer area pneumatizada
do osso temporal?. Histologicamente € constituido por
matriz (epitélio), perimatriz (tecido conjuntivo subepitelial)
e conteudo cistico (lamelas de queratina)®. O colesteatoma
pode ser considerado como uma desordem no controle
do crescimento celular, compreendendo uma série de
complexos e dindmicos eventos, os quais envolvem com-
ponentes celulares e extracelulares; seu crescimento requer
angiogénese no tecido conjuntivo da perimatriz, sendo
que substancias da cascata de cicatrizacao podem ter um
importante papel no seu desenvolvimento e crescimento®.
Porém, nido se sabe, ao certo, se esse descontrole é cau-
sado por defeitos em genes que controlam a proliferacio,
pelas citocinas liberadas de células inflamatérias ou por
outros mecanismos ainda desconhecidos’®. Sendo assim,
determinar a existéncia de defeitos na sua biologia, bio-
quimica e genética € critico para o conhecimento da sua
patogénese.

Os colesteatomas apresentam grande poder de
erosdao, podem atingir a cadeia ossicular, os ossos do
cranio e, inclusive o osso mais rigido do corpo humano,
o labirinto, o que demonstra sua forte acao destrutiva
sobre o tecido Osseo. A destruicio parcial ou total dos
ossiculos € observada em cerca de 80% dos pacientes
com colesteatoma, ao passo que otite média cronica nao
colesteatomatosa ha erosio da cadeia ossicular em, apro-
ximadamente, 20% dos casos’. Os mecanismos que levam
a este aumento na degradacao 6ssea e invasao ainda estao
em investigacao’.

Esta patologia pode ocorrer tanto em crian¢as como
em adultos, porém, existem controvérsias na literatura
quanto as manifestacoes clinicas nas diferentes faixas
etarias. Sheehy’, Tos® e Edelstein? acreditam que o coleste-
atoma infantil poderia ser menos expansivo, o que levaria
a uma incidéncia menor de complicacoes. Por outro lado,
Galsscock!, Ruah', Bujia'?, Palva®® e Sudhoff'* consideram
que o colesteatoma adquirido, na crianca, apresentar-se-ia
de maneira mais agressiva e com crescimento mais exten-
so. No ponto extremo desta discordiancia encontram-se
Smythe et al.’ os quais consideram as diferencas clinicas,
entre as criangas e adultos, tio grandes que deveriam ser
consideradas doencas distintas.

Em uma tentativa para verificar se, em criancas, o
comportamento clinico dos colesteatomas depende de
caracteristicas histomorfologicas da perimatriz, Quaranta
et al.’® realizaram um estudo com amostras retiradas de
30 pacientes com menos de 16 anos e de 30 adultos. Os
resultados mostraram que, nas criangas, a perimatriz € rica

em elementos inflamatérios mononucleares. A persisténcia
da inflamacao poderia causar um processo permanente de
cicatrizacao na perimatriz, fato que provocaria a prolifera-
¢do de fibroblastos (tecido de granulacio) e do epitélio®.
Com base neste comportamento, os autores concluiram
que as caracteristicas da perimatriz poderiam exercer
um importante papel na patogénese do colesteatoma e
sugeriram que esta explicaria as diferencas clinicas entre
colesteatomas em criancas e em adultos'.

Varios poderiam ser os fatores e mediadores quimi-
cos envolvidos na agressividade e poder de erosao Ossea
dos colesteatomas, porém, se estes fossem produzidos
pela perimatriz, poderiamos determinar a agressividade
de um colesteatoma através da andlise da sua constituicao
histologica, em especial da perimatriz. Sendo assim, este
trabalho tem por objetivo descrever, histologicamente, a
perimatriz dos colesteatomas adquiridos de criancas e adul-
tos, vistos a microscopia Optica, bem como correlacionar
estes achados com a idade do paciente a cirurgia.

METODO

Este trabalho foi aprovado, em suas questdes éticas
e metodologicas, pelo Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacio
do HCPA, em 2002. Todos os pacientes, que aceitaram
participar desta pesquisa assinaram Termo de Consenti-
mento Livre Informado, para a utilizacio, andnima dos
dados, em publicacdes cientificas e para documentacio e
arquivo das filmagens realizadas. A obtencio ou nao do
consentimento informado nao influenciou o tratamento
dos pacientes. Sua metodologia enquadra-se em um estudo
transversal comparativo e contemporaneo.

Os pacientes incluidos foram provenientes do Am-
bulatério de Otite Média Crénica no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (AOMC-HCPA).

A inclusao dos pacientes neste estudo obedeceu
aos seguintes critérios:

1. Diagnéstico de Otite Média Cronica Colesteato-
matosa;

2. Presenca de matriz e perimatriz no colesteatoma
coletado.

E a exclusao foi por diagnéstico de colesteatoma
congénito.

Foram estudados 90 colesteatomas, coletados em
cirurgias otoldgicas, entre maio de 2003 e julho de 2004,
sendo 43 de pacientes pediatricos (0 a 18 anos) e 47 de
adultos (acima de 18 anos).

O material foi coletado pelo cirurgiao otologista,
imediatamente fixado em formol a 10% e processado pelas
técnicas histologicas habituais, com inclusao em parafina.
Foram preparadas duas lAminas para analises morfologicas
de cada amostra. As laminas foram coradas em Hemato-
xilina-Eosina (HE) e Picrossirius (Sirius Red) e analisadas
em microscopio optico (Figura 1).
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Figura 1. Nesta imagem podemos ver a mesma amostra corada em
HE (A) e Picrossirios (B). Notar que o contraste obtido na segunda
coloracao é bem maior, pois nela as fibras de colagenos coram-se em
bordé, o que facilita a diferenciagdo da espessura a ser medida.

Notar, na Figura 1, que o contraste obtido na se-
gunda colora¢io € bem maior, pois nela as fibras de co-
lagenos coram-se em bordo, o que facilita a diferenciacao
da espessura a ser medida.

A leitura do material foi “cega” e controlada pela
pesquisadora. Foram observados os seguintes constituin-
tes: nimero médio de camadas de células e presenca de
hiperplasia na matriz; espessura e epitélio delimitante da
perimatriz; fibrose, inflamacao e granuloma na perima-
triz.

O numero médio de camadas celulares da matriz foi
obtido pela contagem destas, em cinco campos distintos
da lamina, e coletado de maneira continua. Para o grau
histologico de inflamacao foi criada uma variavel ordinal,
com valores de zero a trés, sendo 0 = ausente, 1 = discreto,
2 = moderado e 3 = acentuado, sendo caracterizado pela
intensidade da permeacao da perimatriz por linfécitos,
neutrofilos, plasmocitos e macréfagos!’. As demais varia-
veis, presenca de hiperplasia na matriz, espessura e epitélio
delimitante da perimatriz, fibrose, inflamacao e granuloma
na perimatriz, foram coletados de forma qualitativa, cate-
gorizados como presenca ou auséncia.

A espessura da perimatriz foi obtida através de ana-
lise de imagens computadorizadas utilizando o software
ImagePro Plus Media Cybernetics (Figura 2). De cada
amostra foram realizadas 20 medidas da espessura da pe-
rimatriz, as quais foram sumarizadas em média, mediana,
tamanho minimo, tamanho maximo, soma e delta (maximo
menos minimo), sendo estes os parametros utilizados para
testar a correlacio da espessura da perimatriz com a idade
do paciente a data da cirurgia.

Para a analise estatistica foi utilizado os coeficiente
de Pearson e de Spearman na andlise da correlacao do
nimero médio de camadas celulares da perimatriz e do
grau histologico de inflamacao com a espessura da peri-
matriz, para os dados descritivos foram utilizadas tabelas
de frequiéncia e a comparacio entre os grupos foi reali-
zada através dos testes de ¢? e t de Student, utilizando-se
o software SPSS 10.0 for Windows. Foram considerados
como estatisticamente significativos os valores de P me-
nores que 0,05.
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Figura 2. Imagem da tela do software ImagePro Plus Media Cyber-
netics.

RESULTADOS

Dados Epidemioldgicos

A amostra contou com 86 pacientes, sendo nove
com patologia bilateral (seis pedidtricos e trés adultos),
totalizando 95 colesteatomas, porém 21 foram excluidos
da andlise, pois suas laminas apresentavam somente la-
melas corneas.

No grupo de pacientes excluidos tivemos nove
com idade até 18 anos, com média +- desvio padrao
igual a 12,74 +- 3,59 anos. Com mais de 18 anos havia
12 pacientes, com idade média +- desvio padrio igual
a 39,75 +- 12,87 anos. Quanto ao género, havia 67% do
sexo masculino, sendo 44% no grupo pediitrico e 83%
nos adultos.

Dos 74 pacientes incluidos a média +- desvio pa-
drio da idade foi de 25,66 +- 16,31. Neste grupo tivemos
35 com idade até 18 anos, com média +- desvio padrao
igual a 12,85 +- 3,63 anos. Com mais de 18 anos havia 39
pacientes, com idade média +- desvio padrao igual a 36,78
+- 14,68 anos. Quanto ao género, a amostra apresenta 48%
do sexo masculino. No grupo de criancas este percentual
era de 52%, ja no grupo adulto era de 44%.

Achados histologicos

Conforme as descricoes da literatura, os coleste-
atomas incluidos nesta amostra apresentaram-se, ao mi-
croscoOpio Optico, como uma formacio cistica, revestida
por epitélio escamoso estratificado e queratinizado, a
chamada matriz, assentada sobre tecido conjuntivo denso
de espessura variavel, a perimatriz. Estas inconstancias
apareceram tanto quando observamos colesteatomas
provenientes de diferentes pacientes, quanto no material
do mesmo individuo. Um mesmo espécime apresentou
regides de espessura bastante delicadas até areas muito
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espessas. A perimatriz, por vezes, exibia infiltrado infla-
matorio linfoplasmocitirio e/ou tecido de granulagao e
reacao de corpo estranho, especialmente se tivesse ocor-
rido ruptura da lesao. O contetdo cistico, por sua vez,
consistia de lamelas de queratina. Na Figura 3, podemos
ver um exemplo bastante representativo da constituicio

Figura 3. Imagem digitalizada de l1amina, com corte transversal de
colesteatoma, corada em Hematoxilina-Eosina; apresentando suas
partes constituintes: A. Perimatriz; B. Matriz; C. Conteudo Cistico.

histolégica dos colesteatomas adquiridos.

Pode-se afirmar que o revestimento (matriz) dos
colesteatomas € indistinguivel de uma mucosa escamosa
(epitélio escamoso estratificado com um corion - lamina
propria - subjacente, como os encontrados no revestimento
da boca, vagina, esdfago) e da pele, exceto pelo fato desta
ultima exibir os anexos cutaneos (pélos e glandulas). Tam-
bém nao podem ser distinguidos dos cistos epidérmicos
ou infundibulares, de qualquer localizacio.

Na Figura 4, podem ser vistas algumas imagens de
cortes transversais de colesteatomas adquiridos, mostrando
a grande variabilidade na espessura da perimatriz, bem
como de seus componentes histolégicos.

O numero de camadas celulares do epitélio esca-
moso estratificado variou de 3 a 23 (7,94 £ 4,15). Quando
estratificado por grupo etirio nao hd muita modificacao,
sendo 7,87 + 4,22 (minimo = 3 e maximo = 22), no grupo
pedidtrico e 8,00 £ 4,15 (minimo = 4 e maximo = 23), no
grupo adulto (P=0,89).

A perimatriz aparece como uma rede inflamatoria
que envolve o colesteatoma, de espessura variavel, tanto
intra como interpacientes. No grupo total apresentou uma
mediana de 80 micrometros com intervalo interquartil de
37 a 232, tendo como valor minimo zero e valor maximo
1.926. Quando a medida da espessura da perimatriz foi
estratificada por idade, apresentou, no grupo pediitrico,
uma mediana de 79 (41 a 259), com valor minimo igual
a zero e valor maximo de 484; e no grupo adulto, uma

Figura 4. A - epitélio escamoso estratificado, queratinizado, com média
de trés camadas de células. Perimatriz ausente. B - epitélio escamoso
estratificado, queratinizado, com média de seis camadas de células.
Perimatriz estreita, fibrética, com raros linfocitos. Auséncia de granu-
lomas. C - epitélio escamoso estratificado, queratinizado, com média
de quatro camadas de células. Perimatriz muito estreita, sem fibrose
e sem infiltrado inflamatério. D - epitélio escamoso estratificado, que-
ratinizado, com média de seis camadas de células. Perimatriz estreita
e delicada, sem fibrose e com infiltrado inflamatério muito discreto.
E - epitélio escamoso estratificado, queratinizado, com média de
doze camadas de células epiteliais. A perimatriz exibe fibrose densa,
infiltrado inflamatério crénico acentuado e estd delimitada em seu
plano profundo por epitélio cubdide simples. F - epitélio escamoso
estratificado, queratinizado, com média de treze camadas de células
epiteliais apresentando hiperplasia epitelial. Perimatriz mostra fibrose
discreta com infiltrado inflamatério acentuado e exsudacao neutrocita-
ria, estando delimitada em seu plano de profundo por epitélio cuboide
simples. Auséncia de granulomas.

mediana de 83 (26 a 174), tendo como valor minimo zero
e valor maximo 1.926.

Quando analisamos o grau de inflamac¢ao na peri-
matriz, vista a0 microscopio 6tico, 60% das amostras foram
classificados como moderada a acentuada. Ao aplicarmos
o coeficiente de correlacio de Spearman entre o grau de
inflamacao e as varidveis sumarizadoras da medida de
espessura da perimatriz (média, mediana, valor maximo,
valor minimo, delta e soma) encontramos correlacoes,
significativas, com magnitudes de moderadas a grandes.
Na Figura 5 sao apresentados os grificos de correlacio.

Ao correlacionarmos o nimero médio de camadas
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de células epiteliais com a espessura da perimatriz encon-
tramos correlacoes, de moderadas a fortes, com todas as
varidveis testadas (Figuras 0).

Ao utilizarmos o coeficiente de Pearson com o nu-
mero médio de camadas celulares da matriz e a idade do
paciente, nio foi encontrada correlacao. Porém, o mesmo
coeficiente apresenta correlacio entre a idade e o grau
histologico de inflamacao na perimatriz (Figuras 7 e 8).

Quando estratificado por grupo etdrio, os demais
componentes histolégicos analisados - hiperplasia na ma-
triz, epitélio delimitante, fibrose e granuloma - também
apresentaram distribuicao semelhante nos dois grupos
(Tabela D).
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Figura 7. Gréfico da correlagéo linear entre a idade e o nimero médio
de camadas de células epiteliais na matriz.
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Figura 8. Gréfico da correlacao linear entre aidade e o grau histolégico
de inflamagao na perimatriz.
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Figura 9. Grafico da correlacédo linear entre o nimero médio de
camadas celulares na matriz e o grau histolégico de inflamagao na
perimatriz.

Tabela 1. Comparacdo dos grupos pediatrico e adultos quanto as
caracteristicas histomorfolégicas do colesteatoma

Caracteristicas Grupo Pediatrico Grupo Adulto Valor P
Camadgs Celulares 79+ 42 8.0+ 4.1 0,89*
na Matriz
Hiperplasia na Matriz 16,7% 25,0% 0,41**
Epitélio Delimitante 26,7% 16,7% 0,32**
Fibrose 73,3% 63,9% 0,41**
Granuloma 13,3% 16,7% 0,71**

DISCUSSAO

Lim e Saunders® foram um dos primeiros a apre-
sentaram uma analise histologica detalhada dos coles-
teatomas. Descrevem que o colesteatoma possui um
epitélio escamoso estratificado queratinizado, com as
quatro camadas idénticas as da epiderme normal (basal,
espinhosa, granulosa e cornea), células de Langerhans (em
maior quantidade do que na epiderme normal) e grainulos
querato-hialinos, chamaram este epitélio de matriz do co-
lesteatoma. Observaram, ainda, a presenca de um tecido
conjuntivo frouxo, contendo fibras colagenas, fibrécitos e
células inflamatorias, que foi denominado de perimatriz.
Esta se encontrava em contato, na maioria dos casos, com
uma camada de células escamosas ou cilindricas ciliadas,
remanescentes da mucosa da orelha média. Em alguns
casos, apesar da perimatriz estar ausente a microscopia
Optica, era sempre presente quando estudada com o
microscopio eletronico de transmissao, mostrando-se
extremamente fina, com as fibras colagenas praticamente
ausentes e contendo cristais de carbonato de célcio. No
presente estudo pudemos confirmar os achados de Lim
e Saunders®. Encontramos uma grande variabilidade na
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espessura da perimatriz dos colesteatomas, tanto intra
quanto interpacientes, em ambos 0s grupos.

Porém, ao realizamos a comparacio histologica dos
colesteatomas, entre as faixas etarias (adulto e pediatrico),
ndo encontramos diferencas estatisticamente significativas
no nimero médio de camadas celulares da matriz, na pre-
senca de hiperplasia na matriz, na existéncia de epitélio
delimitante da perimatriz, na presenca de fibrose e de gra-
nuloma na perimatriz. No entanto, através do coeficiente
de correlacio de Pearson, encontramos indicios de que o
grau histologico de inflamac¢ao da perimatriz diminui com
o aumento da idade. Da mesma maneira, o coeficiente
de Spearman demonstra uma tendéncia de diminuicao da
espessura da perimatriz em relacio ao acréscimo na idade
do paciente a cirurgia.

Podemos fazer uma analogia da perimatriz com um
“campo de batalha” onde ocorreria a disputa pelo territorio
da orelha média. De um lado, no ataque, encontra-se o
colesteatoma; de outro, os tecidos adjacentes da mucosa
da caixa timpanica. Com a expansao do colesteatoma, a
reacao inflamatéria aumentaria, conseqiientemente produ-
ziria mais elementos da cascata inflamatéria. Acreditamos
que € na perimatriz, € nos processos que nela acontecem,
que resida a agressividade dos colesteatomas; sendo as-
sim, baseados em nossos achados, podemos sugerir que
as caracteristicas clinicas diferenciadas dos colesteatomas
pediatricos estariam relacionadas a exuberincia da sua
inflamacao.

Além dos indicios de um maior grau de inflama-
¢a0 nos colesteatomas pedidtricos, também encontramos
correlacdo, neste caso direta, de moderada a forte, entre
o namero médio de camadas de cé€lulas epiteliais na ma-
triz com as medidas de espessura da perimatriz. Este fato
poderia indicar que nio s6 a perimatriz encontra-se mais
ativa nos colesteatomas pediatricos, mas também a matriz
teria um estado proliferativo, atual ou passado, mais acen-
tuado. Nossos achados corroboram a hipétese de Bujia et
al.”? os quais sugeriram que os colesteatomas pediatricos
apresentariam um estado proliferativo mais acentuado.

Estudos sobre o impacto dos mecanismos inflama-
torios na OMCC, e o papel da perimatriz neste processo,
520 necessarios para elucidar estas questodes, devendo
ser o proximo passo nesta linha de pesquisa. Apesar de
a técnica utilizada, no presente estudo, ser precisa para a
medicao da espessura da perimatriz, esta nao € especifica
para detectar qual elemento estd diminuido na sua estru-
tura. Para tanto, pretendemos dar seguimento a esta linha,
avancando para a quantificacao de elementos constituintes
da perimatriz de colesteatomas adquiridos.

CONCLUSOES

Nao hd evidéncias, nesta amostra, de que haja di-
ferencas nos componentes histologicas de colesteatomas
adquiridos em criangas e adultos.

Houve correlacao inversa, de fraca a moderada,
entre o tamanho da perimatriz, medida em micrémetros,
com a idade do paciente na data da cirurgia.

O grau de inflamacao da perimatriz apresentou

correlacao, de moderada a forte, com a espessura da
perimatriz.
O grau de inflamacao da perimatriz apresentou
correlacao inversa coma a idade do paciente a cirurgia.
As espessuras da matriz e da perimatriz estavam
fortemente correlacionadas.
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