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1. RESUMEN

La otitis media cronica colesteatomatosa (OMCC) es un problema inflamatorio
frecuente, localizado en el oido medio (OM) y la mastoides. El colesteatoma es
una lesion quistica y expansiva delineada por epitelio escamoso estratificado asi
como descamacion de queratina que al acumularse causa infeccion, otorrea, y
destruccion Gsea, con la consecuente afeccion a estructuras como el scutum, la
cadena osicular, el nervio facial y los canales semicirculares, especialmente el
horizontal, entre otras estructuras 6seas. Se han postulado distintos
mecanismos para la destruccién de hueso observada; por expansién del mismo
colesteatoma, por las endotoxinas bacterianas y otra en la que la inflamacién
cronica promueve la activacion osteoclastica a través de un gran numero de
citocinas proinflamatorias, por lo se ha postulado que la respuesta inmune tiene
especial importancia en las alteraciones del crecimiento epitelial y lisis del
hueso. Objetivos: Determinar la relacién entre la expresion de factor de
necrosis tumoral-a. (TNF-a)), metaloproteasa-9 (MMP-9) y otras moléculas pro-
inflamatorias/fibrogénicas con la destruccion 6sea observada en la OMCC.
Métodos: Se incluyeron 22 muestras de colesteatoma y de piel del tercio medio
del conducto auditivo externo ipsilateral (CAE) en el mismo tiempo quirdrgico.

Mediante inmunohistoquimica se realizd la cuantificacion de TNF-a, factor de

crecimiento transformante-pl (TGF-B1), proteina morfogenética de huesoy,



(BMP324), MMP-1, MMP-9 y el antigeno de proliferacion Ki-67 y se
correlacionaron con las complicaciones observadas. Resultados: A los
pacientes reclutados se les realizO mastoidectomia para la reseccion del
colesteatoma. El 50% de los pacientes fueron hombres (n=11). El 68.2%
presentd lisis de escutum; el 90.0% afeccion de la cadena; el 13.6% fistula
laberintica y el 13.6% facial dehiscente. Se determind una diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de células inmunorreactivas
expresadas en la piel del CAE en comparacién con el propio colesteatoma para
TNF-a ( p = 0.001) asi como para BMP,, y Ki-67 (p < 0.001). Conclusioén:

En el presente estudio observamos una mayor producciéon de citocinas, asi
como de la proliferacion celular en el tejido cutaneo del CAE adyacente al
colesteatoma comparado con la lesion colesteatomatosa.

Dicha piel asi como las citocinas producidas por la misma podrian tener gran
importancia para la perpetuacion de la enfermedad, produciendo migracion
continua de células epiteliales y citocinas hacia caja timpanica, asi como
estimulacién de osteoclastos que continden produciendo destruccién 6sea. Para
poder correlacionar de forma significativa las concentraciones de los mediadores
inflamatorios estudiados y la osteolisis observada requerimos de una poblacién

mayor.



2. MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

La otitis media crénica colesteatomatosa (OMCC) es un problema inflamatorio
frecuente en el oido medio (OM) y la mastoides, asociada con la perforacién de
la membrana timpanica, lo anterior sugiere que el colesteatoma pudiera estar
relacionado con la implantacién de epitelio escamoso en OM (1). La etiologia del
colesteatoma en caja timpanica no queda del todo clara, no obstante, se han
postulado diferentes teorias entre las cuales se encuentran (A) la de la
migracion, propuesta por Habermann en 1888, dicha teoria sugiere que el
epitelio escamoso del canal auditivo externo migra a través de la perforacion de
la membrana timpénica hacia oido medio; (B) la teoria de la bolsa de
retraccién propuesta por Bezold en 1881, en la cual se relaciona una disfuncién
de la trompa de Eustaquio con la presion negativa dentro de la caja timpanica;
(C) lateoria de la metaplasia escamosa, planteada por Ulrich en 1917, sugiere
una diferenciacion de las células de la mucosa del oido medio a un epitelio
escamoso queratinizado, por ultimo (D) la teoria de la hiperplasia de células
basales, propuesta por Lange en 1925, la cual sugiere una proliferacion papilar
en las células epidérmicas de la Pars flacida del timpano (18).

El colesteatoma es una lesion quistica, suave, con una cubierta blanquecina, al
realizar el corte de la lesion la evaluacion macroscopica revela la presencia de
un contenido de consistencia cremosa o serosa y de color blanquecino, rodeado
por una capsula delgada. Histologicamente los colesteatomas aparecen como

lesiones quisticas con detritus queratinaceos delineados por epitelio escamoso



estratificado queratinizado que contiene todas las capas de la epidermis normal,
existen areas de inflamacioén crénica, fibrosis y calcificacién distréfica alrededor
de la lesién primaria. Es una lesién destructiva del hueso temporal que
gradualmente se expande y causa complicaciones por erosiéon de las estructuras
Oseas adyacentes(2). Dicha resorcion puede resultar en la destruccién de la
cadena osicular y la capsula otica, con las subsecuentes afecciones en la
funcion vestibular, audicion, pardlisis facial y complicaciones intracraneales.
Osma reportd que el 78% de los pacientes que presentaban complicaciones
secundarias a la otitis media crénica (OMC) presentaban colesteatoma
subyacente. La complicacion més frecuente es la fistula laberintica (FP) en 7%
con un 90% de afeccién al canal semicircular horizontal (CSH); en un estudio
realizado por Soda y cols. se reporté una incidencia de FP en el 7.5 % de los
pacientes localizandose el 88% de las mismas en CSH (3, 4). Otra estructura
comunmente afectada es el nervio facial debido a su largo trayecto a través del
hueso temporal dentro del canal de Falopio.

La destruccién 6sea observada en la OMC colesteatomatosa parece estar
mediada por tres factores principales: el factor mecanico, dado por la presion
ejercida por el colesteatoma al ir acumulando queratina; el factor bioquimico,
dado por endotoxinas bacterianas, colagenasas, hidrolasas y sustancias
inherentes al colesteatoma como citocinas y factores de crecimiento; y el
aumento en la actividad osteoclastica (1).

Se desconoce a profundidad el mecanismo inmunolégico implicado en la

génesis y recidiva de esta entidad, con respecto al papel que juegan las



citocinas pro-inflamatorias/fibrogénicas, los factores de crecimiento, las
moléculas de adhesion y las proteasas, se cree que estas moléculas participan
en las alteraciones del crecimiento epitelial y la lisis del hueso. Para demostrar la
participacion de éstas en la etio y fisiopatogenia del padecimiento, se han
desarrollado varios modelos animales. Un estudio realizado por Ottaviani y cols.
en tejido colesteatomatoso mostrd la sobreexpresion de la molécula intercelular
de adhesién-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion de leucocitos al endotelio-1
(ELAM-1), asi como de interferon-y (IFN-y), las cuales en conjunto participan en
el reclutamiento de las células inflamatorias, lo que sugiere que las células
epiteliales del colesteatoma de oido medio se encuentran en un estado de
activacion persistente y que su hiperproliferacion es mediada por citocinas y
moléculas de adhesién (6). Massuda y cols. concluyeron que las células
inflamatorias presentes en el colesteatoma expresan interleucina-1 (IL-1), IL-2,
IL-6, IL-8, factores de crecimiento y quimiotacticos que causan migracion de las
células del epitelio escamoso del CAE al oido medio.

También se ha reportado que las células del tejido colesteatomatoso producen
una mayor concentracion de IL-6 y TNF-a lo cual agrava la enfermedad por su
accion en el sistema mucociliar, por aumentar la proliferacion de células del
colesteatoma y la activacion del catabolismo 6seo (7). Un estudio realizado por
Yoshikawa mostré que los fibroblastos de muestras de colesteatoma al ser
estimulados con IL-1a aumentan la expresion de RNA mensajero del factor de

crecimiento de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), del factor de



crecimiento transformante-a (TGF-a) y de la molécula de adhesion ICAM-1, lo
cual tiene relevancia en la hiperqueratosis de oido medio (8).

La importancia adjudicada al TNF-a en la fisiopatogenia del colesteatoma esta
dada por ser un importante mediador en los procesos de remodelacion y erosion
0sea, al estimular la produccién de colagenasas y de prostaglandina E2 (PGE))
por los fibroblastos.

Li y cols., realizaron un andlisis inmunohistoquimico para determinar la
produccién de MMP-9 y TNF-a en el tejido colesteatomatoso, encontrando que
las células estromales de dicho tejido son las que producen los factores y por lo
tanto la destruccion 6sea (9). Tokuriki reportd un aumento significativo en la
induccion de genes involucrados en la proliferacion, diferenciacion celular e
invasividad celular, entre los que se encuentra la MMP- 9 en el tejido
colesteatomatoso. La asociacion de TNF-a y MMP-9 no es nueva ya que dichas
moléculas estan intimamente ligadas en procesos inflamatorios crénicos en los
gue hay pérdida del estroma fibroso.

La MMP-9 pertenece a la familia de las metaloproteasas. La MMP-9 degrada a
la matriz extracelular desmineralizada (gelatina) y su presencia ha sido
ampliamente relacionada a la lesion colesteatomatosa. La regulacion de la
sintesis y expresion de la MMP-9 se lleva a cabo por el TNF-a; lo cual es un
indicador de la correlacién positiva de ambos factores, tal como se observa en el
epitelio suprabasal de dicha lesion (10). Jason desarroll6 un modelo de
disfuncion tubarica en gerbos en la que se presenta un incremento en los niveles

de MMPs y de TNF-a, las cuales a su vez, provocan mayor inflamacion y



atelectasia de la membrana timpanica desencadenando la perpetuacion del ciclo
gue concluye con el desarrollo del colesteatoma (11). Yan y cols., demostraron
in vitro que el TNF-a induce células con actividad osteoclastica que producen la
desmineralizacion 6sea debido a la produccion de fosfatasa acida. Asimismo, se
ha reportado que en los sobrenadantes del tejido colesteatomatoso, la presencia

de MMP-9 es directamente proporcional a la concentracion del TNF-a (12,13).



3. DEFINICION DEL PROBLEMA

Dentro de la evolucién clinica de la OMC colesteatomatosa, existen pacientes en
los cuales la afeccion de estructuras éseas dentro de la cavidad timpénica, se
realiza de forma mas acelerada que en otros, dicha diferencia podria estar dada
por la mayor produccién de citocinas y moléculas de adhesion en las células
estromales del colesteatoma

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe una relacién entre la expresion de TNF-a, MMP-9 y otras moléculas pro-

inflamatorias con el grado de destruccién 6sea en la OMC colesteatomatosa?



4. JUSTIFICACION

El mecanismo, mediante el cual se lleva a cabo y se perpetua el proceso
inflamatorio, de remodelacion 6sea y fibrosis en la OMCC es multifactorial y no
se encuentra del todo claro. Sin embargo, en modelos in vivo e in vitro, se ha
observado que ciertas citocinas y moléculas de adhesién, las cuales son
producidas por las células estromales de la lesion juegan un papel importante,
ya que aumentan la resorcion de hueso, propician la migracién de las células
epiteliales del CAE a oido medio y causan alteraciones de la funcion mucociliar.
Debido a lo anterior se hace necesario identificar dichas moléculas en el tejido
colesteatomatoso, para entender la fisiopatologia de la OMCC. De forma mas
especifica, el factor de inflamacién TNF-a y la MMP-9 han sido reportados en la
literatura como factores que en conjuncidn presentan caracteristicas y funciones
sinérgicas en las que se aumenta la produccién de otras citocinas inflamatorias
gue a su vez inducen la quimiotaxis de grupos celulares con caracteristicas
osteoclasticas. No obstante, no se ha podido correlacionar la mayoria de los
mecanismos intermedios implicados en la osteolisis, por lo que determinar la
importancia que tienen estos dos factores puede contribuir al mejor
entendimiento de la fisiopatologia de esta entidad. Entendiendo el mecanismo
fisiopatogénico implicado en la OMC colesteatomatosa podriamos prevenir y
optimizar las propuestas terapéuticas para reducir las complicaciones de dicha

patologia, asi como evitar las recidivas y recurrencias.



5. OBJETIVOS
Objetivo general:
e Determinar la relacion entre la expresion de las moléculas TNF-a y
MMP- 9 con la destruccion 6sea en la OMC colesteatomatosa.
Objetivos especificos:
e Analizar la arquitectura tisular del tejido colesteatomatoso y del CAE
adyacente en muestras tefiidas con el método de Herovici.
e Determinar los niveles de MMP-9 en el tejido colesteatomatoso y de
piel adyacente del CAE y su relacién con la lisis 6sea en la OMC
colesteatomatosa.
e Evaluar los niveles de TNF-a en el tejido colesteatomatoso y piel
adyacente del CAE y su relacion con la destruccién de hueso en la OMC
colesteatomatosa.
e Determinar por inmunoperoxidasa la presencia de MMP-1, MMP-9,
TNF-a, TGF-B1 y BMP4 en el colesteatoma y la piel del CAE.
e Cuantificar la proliferacion celular del tejido colesteatomatoso y del

CAE mediante la presencia del antigeno Ki-67.
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6. HIPOTESIS

Hipodtesis alterna.

A mayor expresion de las moléculas TNF-a y MMP-9 existe mayor grado de
destruccion 6sea en la OMC colesteatomatosa.

Hipotesis nula.

No existen diferencias entre la expresion de las moléculas TNF-o y MMP-9 y el

grado de destruccion 6sea en la OMC colesteatomatosa.
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7. MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio: Estudio transversal, observacional, comparativo,
descriptivo.
Calculo de la muestra
Pacientes: No se determinara tamafio de muestra ya que es un estudio piloto.
Se incluirdn a todos lo pacientes operados de mastoidectomia por OMCC en el
INER, que cumplan con los criterios de inclusion.
Controles: Se incluira un control, de piel tomada del tercio medio del conducto
auditivo externo (CAE) ipsilateral del paciente, durante el mismo tiempo
quirurgico.
Criterios de seleccion:
Poblacion objetivo: Pacientes con OMC colesteatomatosa
Poblacion elegible: Todos los pacientes con OMC colesteatomatosa tratados
quirdrgicamente en el INER cuya muestra sea fijada maximo 2 horas posterior al
procedimiento quirdrgico.
Criterios de inclusién

e Pacientes con diagnéstico clinico de OMC colesteatomatosa.

e Confirmacién histopatolégica de colesteatoma.

e Aceptacion para participar en el estudio y firma del consentimiento

informado.

Criterios de exclusion

e Enfermedades que alteren el aclaramiento mucociliar: discinesia ciliar

primaria, fibrosis quistica.
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e Inmunodeficiencias primarias o secundarias.
e Pacientes con cirugia otologica previa fuera del INER.
Variables a medir

Variables principales:
e Expresion de MMP-1 y -9 en tejido colesteatomatoso y de piel del
CAE.
e Expresién de TNF-a, TGF-B1, BMPy;4 en tejido colesteatomatoso y de
piel del CAE.
e Expresion de Ki-67 como marcador de proliferacion celular.
e Grado de destruccion 0sea.
e Determinar presencia de colagenas tipo | y Ill, asi como de infiltrados
inflamatorios mediante la tincion de Herovici.

Variables secundarias:
e Edad
e Género
e Tiempo de evolucion de la enfermedad

Variable Dependiente:
e Grado de destruccion 6sea: fistula laberintica, erosion del canal de

Falopio, erosion de la cadena osicular, erosion de tegmen timpani,
observadas tomograficamente y transoperatoriamente asi como

tiempo de evolucion.
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Variable Independiente:
e Expresion de TNF-a, MMP-9 y otras moléculas de inflamatorias, edad,
género y tiempo de evolucion.

Medicion de las variables:
Todos los pacientes seran valorados en una uUnica ocasion al medir las
moléculas pro-inflamatorias/fibrogénicas (TNF-a, TGF-B1 y BMP,,) la proteinas
con actividad proteolitica (MMP-1 y MMP-9) y la proliferacién celular (Ki-67)
mediante la técnica de inmunohistoquimica en el tejido colesteatomatoso
resecado, el cual deberd ser confirmado histopatolégicamente como
colesteatoma previo a su analisis.
El grado de erosién 6sea se valorara tomograficamente y transoperatoriamente
en funcion de la afeccién al escatum, disrupcién de cadena osicular, dehiscencia
de tegmen timpani, presencia de fistula de canal semicircular lateral y
dehiscencia del facial.
Diagnéstico histopatolégico
Los colesteatomas son lesiones quisticas, suaves, con una cubierta
blanquecina, al realizar el corte de la lesion el contenido es de consistencia
cremosa 0 serosa y de color blanquecino rodeado por una capsula delgada.
Histolégicamente los colesteatomas usualmente aparecen como lesiones
quisticas con detritus queratinaceos delineado por un epitelio escamoso

estratificado queratinizado el cual contiene todas las capas de la epidermis
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normal, existen &reas de inflamacion crénica, fibrosis y calcificacion distréfica
alrededor de la lesion primaria.

Histologia

Los tejidos se tifieron de acuerdo a la técnica de Herovici (1963), en la cual una
mezcla de acido picrico, azul de metilo y fucsina acida permiten la diferenciacion
de la agregacion de las fibras de colagena tipo | (haces mas gruesos en su
mayoria) que se tifien en magenta y las de tipo Il y colagena joven en azul
(haces mas delgados).

Técnica de inmunohistoquimica o inmunoperoxidasa

Para la técnica de inmunoperoxidasa se emplearon cortes de tejido embebidos
en parafina. Los tejidos hidratados se incubaron con una solucion de H,O, al 3 %
(JT Baker) durante 20 min. Los sitios de pegado inespecifico se bloquearon con
un suero no relacionado (Santa Cruz, CA) durante 30 min a temperatura ambiente
en camara himeda. Los tejidos se incubaron durante 18 h a 4°C con el anticuerpo
primario, una inmunoglobulina monoclonal de tipo IgG/k preparado en ratén anti-
Ki-67 o anti-TGFB-1 humanos o un anticuerpo policlonal preparado en conejo
anti-TNF-o, o un anticuerpo policlonal de chivo anti-BMP,,, a una concentracion
de 10 pg/ml (Santa Cruz, CA). Se empled el anticuerpo secundario biotinado
correspondiente y los tejidos se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en
camara humeda. A continuacion se emple6 el complejo avidina-peroxidasa
(VECTASTAIN Elit ABC Kit, Vector Lab), con el que se incub6 durante 1 h a
temperatura ambiente. La reaccion se desarrollé en 10 min, empleando una

solucion de 6 mg de diaminobencidina en 10 ml de Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4y 10 pl
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de H,O, que produce un precipitado color sepia en las células inmunorreactivas.
Las muestras se contratiieron con hematoxilina de Harris durante 10 min, se
deshidrataron con alcohol y xileno y finalmente se montaron con resina. Durante
el ensayo se corrié un control negativo en el que se sustituyo el primer anticuerpo
por uno no relacionado (suero normal de caballo diluido 1:100) y un blanco de
reactivos en el que se reemplazé el anticuerpo primario por albumina de huevo al
3% en PBS 0.01 M, pH 7.4. Al menos 2 secciones de 2 diferentes tejidos fueron
analizadas en cada paciente en un andlisis ciego. La expresion de las moléculas
analizadas se reporté determinando el nimero de células inmunorreactivas al
anticuerpo de un total de 400 células a lo largo de un campo (16X) elegido al
azar. La cuantificacion se realiz6 de forma automatizada empleando el programa
analizador de imagenes Image-Pro Plus 5.1 (Ascencio D, 2004; Furuzawa-
Carballeda J, 1999). Los valores representan el promedio del porcentaje de las
células inmunorreactivas + error estandar (E.S.) (Krotzsch-Gomez FE, 1998)
Andlisis estadistico
Andlisis univariado

a) Variables numéricas con distribucion normal: se utilizé6 Media + desviaciéon

Standard.
b) Variables numeéricas con distribucibn no normal: mediana * Intervalo,
moda, minimos y maximos.

c) Para variables categoricas: Chi cuadrada, porcentajes y frecuencias.

Se realizaron graficas de barras y pastel, histogramas y graficas de caja y

bigotes.
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Analisis bivariado
a) Variables numeéricas con distribucion normal: se utilizara T de student
para comparacion de promedios o Anova.
b) Para las variables numéricas de distribucion no normal: U de Mann
Whitney para comparar promedio o Kruskal- Wallis.
c) Para las variables categéricas se us6 Chi cuadrada para comparar
proporciones.
Analisis multivariado
Para valorar todas aquellas variables que se relacionaron de manera
independiente con el grado de complicaciones en la OMC colesteatomatosa se
utilizé un modelo de regresion logistica. Sin embargo al obtenerse significancias
muy aisladas no se realizé correlacion de Spearman. Se considerara
estadisticamente significativa una P< 0.05. Para analisis de datos se utilizara el
programa Sigma Stat 3.0 y SPSS 12.0
Consideraciones éticas
Se incluy6 una carta de consentimiento informado apegada a la Ley General de
Salud, a la Conferencia Internacional de Armonizacion y a las Buenas Practicas
Clinicas. EIl proyecto fue sometido a revision y aprobado por los Comités de
Etica e Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. Este
proyecto segun el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia para
Investigacion para la Salud corresponde a una investigacion con riesgo minimo.

El formato de consentimiento informado se incluye en el apartado de anexos.
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8. RESULTADOS

Datos demograficos y clinicos

Se reclutaron 22 pacientes a los cuales se realiz6 mastoidectomia para la
reseccion del colesteatoma. Once pacientes (50%) fueron hombres con una
mediana de la edad de 36.5 afios (intervalo 10— 73 afos). El tiempo de
evolucion de la OMC colesteatomatosa tuvo una mediana de 18.5 afios
(intervalo 4— 63 afos). De los 22 pacientes intervenidos, 14 (63.6%) presentaron

OMCC unilateral.

Hallazgos tomogréficos y transoperatorios

Se observo una alta correlacion entre hallazgos tomogréficos y transoperatorios
mediante el indice correlacion Spearman para lisis del scutum con IC de 0.904 p
<0.001 y para fistula laberintica de 0.869 con p< 0.001 (Tabla 1). La erosién
O0sea mas frecuentemente observada fue en la cadena osicular (90.9%),
seguida por lisis del scutum en (68.2%). Dentro de las complicaciones
intratemporales de forma prequirdrgica, se observaron dos pacientes con
paralisis facial (9.1 %) y un paciente con desarrollo de absceso subperidstico

(4.55%) (Figura 1, Tabla 1y 2).
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Andlisis histolégico de las lesiones colesteatomatosas y de la piel del
tercio del conducto auditivo externo.

Los cortes histologicos de la piel del CAE y colesteatoma, fueron identificados
con la técnica de Herovici de la siguiente manera: 1) las fibras de colagena tipo
lll 'y la colagena joven de tipo | 6 Il tifien en color azul. 2) Las fibras de
coldgena tipo | y los haces gruesos de las fibras tifien en color rojo-magenta. La
queratina se tifie de color amarillo y los nucleos de las células en color negro.

La lesion del colesteatoma se encontraba constituida en su mayoria por tejido
fiboroso en la parte central, encapsulado por un epitelio plano estratificado
gueratinizado. Los componentes principales del tejido fibroso fueron fibras
jovenes de colagena tipo | y tipo Il (tejido tefiido en color azul). Asi mismo el
tejido manifest6 hipocelularidad con células de poca actividad metabdlica
(fibroblastos 'y c¢. endoteliales), determinado mediante el analisis
inmunohistoquimico para proliferacion celular con el antigeno Ki-67 y para la
sintesis de citocinas y proteasas. El epitelio de la cdpsula presentd zonas de
acantosis e hiperqueratosis, lo cual es inusual en el tejido del oido medio ya que
éste se caracteriza por ser un epitelio cilindrico ciliado no queratinizado (Figura
2A).

El analisis histologico de la piel del tercio medio de CAE, correspondi6 al de un
epitelio plano estratificado queratinizado normal. El componente principal de la
dermis papilar, fue la colagena tipo Il (azul) y en la reticular la colagena tipo |
(rojo-magenta). En la dermis papilar y en la reticular, se observo un componente

inflamatorio cronico abundante, con hipervascularizacion. En el estrato corneo,
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de forma ocasional, se determinaron zonas de acantosis e hiperqueratosis.
Comparado con el tejido colesteatomatoso, fue en este ultimo tejido vy
particularmente en la dermis papilar, donde se observo la mayor produccion de
citocinas pro-inflamatorias y fibrogénicas (TNF-a y TGF-B1), de actividad

proteolitica (MMP-9) y osteogénica (BMP,4), (Figura 3B-G, 4 y Tabla 3).

Expresion de citocinas pro-inflamatorias y fibrogénicas (TNF-a y TGF-B1)
en el colesteatomay la piel del CAE adyacente al colesteatoma

Al realizar la cuantificacion de las células que expresan al TNF-a, un factor pro-
inflamatorio por excelencia, observamos un porcentaje de células menor y
estadisticamente significativo en el tejido colesteatomatoso comparado con la
piel del CAE (14.7 £5.2% vs. 24.7 £ 3.8%; p = 0.001) (Figuras 2C, 3Cy 4).

El TGF-B1, el cual se ha descrito como un factor pro-inflamatorio y fibrogénico,
tuvo expresion aumentada en piel y colesteatoma, sin presentar diferencias
estadisticamente significativas. (17.0 £ 3.7% vs. 14.5 + 2.8%) (Figuras 2E, 3E y

4, Tablas 3,4y5).

Expresion de la citocina osteogénica (BMP24) en el colesteatoma y la piel
del CAE adyacente al colesteatoma

La determinacion de la expresion del factor osteogénico, la BMP3, evidencio un
menor porcentaje de células inmunorreactivas en el colesteatoma comparado
con la piel del CAE (3.9 £ 0.9% vs. 16.4 £ 2.0%; p < 0.001; Figuras 2B, 3B vy 4,

Tablas 3, 4y 5).
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Expresion de la MMP-1 y MMP-9 en el colesteatoma y la piel del CAE
adyacente al colesteatoma

Se observd una expresion a la baja de la MMP-1 o colagenasa 1, en las células
inmunorreactivas del colesteatoma y de la piel del CAE adyacente a la lesion.
No se determinaron diferencias estadisticamente significativas entre ellas (3.2 +
1.0% vs. 6.7 £ 1.9%) ( Figuras 2D, 3D y 4, Tablas 3, 4y 5).

La expresion de la gelatinasa tipo IV o de 92kD o GELB o MMP-9 en las células
del colesteatoma vy la piel de CAE fue a la alta, sin embargo, no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (29.6 = 6.5% vs. 32.2 + 3.4%)
(Figuras 2F, 3F y 4, Tablas 3, 4 y 5). Cabe hacer notar que la expresion de la
MMP-9 fue 6 veces mayor que la de la MMP-1 tanto en el colesteatoma como en

la piel adyacente al mismo (Figura 4, Tabla 3).

Expresiéon del antigeno de proliferacion celular Ki-67 en el colesteatoma 'y
la piel del CAE adyacente a la lesién.

La determinacion de la expresion del antigeno de proliferacion Ki-67 fue
significativamente menor en el tejido colesteatomatoso en comparacion con la
piel del CAE adyacente (3.0 £ 0.7% vs. 37.6 £ 3.2%; p < 0.001; Figuras 2G, 3Gy
4). Las células inmunorreactivas que se encontraban en proliferacion fueron
principalmente endoteliales, lo que indica que existe un incremento en la
vascularidad y en consecuencia, en la formacion de focos inflamatorios y en la

migracion celular a nivel de piel comparado con la matriz del colesteatoma. Lo
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anterior sugiere que el aumento de la vascularidad, con su consecuente
incremento en el reclutamiento focal de células inflamatorias, lo hace un

sustrato con mayor numero de células inmunorreactivas.
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9. Discusion

El colesteatoma se caracteriza anatomopatoldégicamente por ser una lesion
constituida en su region central por tejido fibroso, rodeado por una capsula de
epitelio plano estratificado queratinizado localizado en el espacio del oido medio.
Una de la teorias mayormente aceptada de la génesis de la capa epitelial
externa del colesteatoma, es mediante la migracion de las células basales de la
membrana timpéanica o de la piel de CAE adherida a la membrana timpanica.
Normalmente, en el epitelio, las células basales de la capa papilar se encuentran
en contacto directo con la membrana basal, se liberan, emigran verticalmente y
se diferencian. En contraparte los queratinocitos y fibroblastos basales del
colesteatoma emigran para sustituir a la mucosa del oido medio y mantenerse
en un estado de hiperproliferacion (19). Se ha tratado en diferentes estudios, in
vitro y en tejido obtenido quirdrgicamente, de esclarecer la fisiopatologia de la
OMC colesteatomatosa, estudiando la actividad osteoclastica, degradacion de
matriz extracelular, la proliferacion celular y produccién de citocinas para

explicar el origen de la recurrencia y afeccion 6sea de esta enfermedad (20).

Nuestra investigacion se enfocé principalmente al analisis de TNF a y MMP-9,
dos citocinas cuya importancia y asociacion en dicha enfermedad se han
relacionado con mayor grado de inflamacién, destruccién y recurrencia del
colesteatoma. La importancia del TNF-o en la fisiopatogenia del colesteatoma
es por su caracteristica de mediador en los procesos de remodelacion y erosion

Osea, ya que estimula a los fibroblastos para producir colagenasas y
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prostaglandina E2 (PGE,). La MMP-9 o colagenasa IV pertenece a la familia de
las metaloproteasas, encargadas de degradar la matriz extracelular
desmineralizada (gelatina) y su presencia ha sido ampliamente relacionada a la
lesion colesteatomatosa. La asociacion de TNF-a y MMP-9 no es nueva ya que
dichas moléculas estan intimamente ligadas en procesos inflamatorios cronicos
en los que hay pérdida del estroma fibroso. In vitro se ha demostrado que el
TNF-a induce células con actividad osteoclastica que, a través de fosfatasa
acida, producen la desmineralizacion 6sea. También se ha reportado que en los
sobrenadantes del tejido colesteatomatoso, la presencia de MMP-9 es
directamente proporcional a la concentracion del TNF-a (10,12,13).

Secundariamente se estudiaron otras moléculas inflamatorias como TGF-p1,
MMP-1, BMPy4 y Ki-67. EI TGF- es una citocina con un potente efecto en
hueso y tejido conectivo ya que estimula la diferenciacion y proliferacion
osteoblastica asi como la produccion de proteinas Oseas. Por otra parte
disminuye la produccion de nuevos osteoclastos y la activacion de los
preformados, estimula la activacion de macréfagos y fibroblastos e inhibe la
accion de enzimas proteoliticas. Es posible que éstas acciones pudieran tener
un efecto protector en el hueso vy tejido conectivo en la region afectada por el
colesteatoma. Las proteinas morfogénicas de hueso son factores de
crecimiento pertenecientes a la superfamilia de moléculas de sefalizacion de
TGF-B y se han asociado in vivo con la diferenciacion osteoblastica y a la
formacion de cartilago. En la lisis 0sea reportada en el colesteatoma, BMPy4 en

conjuncion con ll-1a se ha relacionado con activacion de células estromales y
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células multinucleadas parecidas a osteoclastos (22, 25). EI Ki-67 es un
antigeno nuclear para medicién de proliferacion celular, no es un marcador
especifico de alguna estirpe celular, sin embargo se ha utilizado con el fin de
estudiar de forma general la proliferacion de grupos celulares (21).

Contrario a nuestra hipotesis inicial, algunas de las citocinas y colagenasas
tuvieron mayor expresion en la piel que en el colesteatoma (Fig.2, 3 y 4),
especificamente TNF-a y BMP24. Ante este hallazgo postulamos que la piel del
tercio medio e interno del CAE cuenta con un estrato celular compuesto por
gueratinocitos, fibroblastos y sobre todo por células endoteliales e inflamatorias,
el cual es metabodlicamente mas activo que el propio epitelio del colesteatoma.
Ademas, este tejido por contiglidad, se encuentra constantemente agredido
por la infeccidn y otorrea persistente causada por el mismo colesteatoma, lo cual
de forma reactiva, aumenta la proliferacion de células inflamatorias y de
citocinas. MicroscOpicamente en los cortes histolégicos se observd un
componente inflamatorio crénico abundante, hipervascularizacién mostrada por
proliferacion importante de células endoteliales y zonas de acantosis e
hiperqueratosis. La hipervascularidad es importante, ya que a través de estos
vasos neoformados existe una mayor migracion celular asi como de sustancias
proinflamatorias hacia regiones adyacentes, la acantosis e hiperqueratosis
traducen la reparacion tisular deficiente producto de la inflamacion crénica del
epitelio. Estos resultados fueron verificados de forma significativa (p<0.001)
mediante el marcaje del indicador de proliferacion celular Ki-67 y la mayor

expresion en tejido cutaneo de TNF-a y BMPy4 (p =0.001 y p< 0.001
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respectivamente). Lo anterior concuerda con los estudios realizados por Schmidt
y Yan, quienes remarcan la presencia de estas substancias en tejido
colesteatomatoso, en cultivo y en la regién suprabasal y su asociacion con la
activacion fibroblastica y osteoclastica (13, 16, 25).

La piel continuamente inflamada del CAE y expuesta a citocinas
proinflamatorias podria ser el origen de queratinocitos en oido medio ya que
como determiné Massuda, se ha visto migracién de células de CAE hacia caja
timpanica y ausencia de la inhibicion por contacto entra la capa epitelial y la

mucosa de la MT. (7)

El TGF-B1 y la MMP-9 presentaron inmunorreactividad celular aumentada en
ambos tejidos, mientras que la MMP-1 tuvo poca inmunorreactividad. Ninguna
de éstas moléculas tuvo una diferencia estadisticamente significativa, lo cual
pudo deberse al tamafio de la muestra y a las caracteristicas de la piel
biopsiada. Nosotros proponemos que la temporalidad en la actividad
inmunogénica del colesteatoma y su consecuente produccién de citocinas
proinflamatorias, fibrogénicas y osteogénicas puede ser la causa de que las
lesiones presenten periodos con menor o mayor actividad. En diferentes
estudios in vitro se ha reportado variacion en la vida media de TNF-a (18.2 min)
y BMP (7- 16 min), gue depende del tejido estudiado (estroma, niveles
sanguineos o sobrenadante). Por lo tanto, la ausencia o presencia de expresion
de citocinas en el colesteatoma y la piel, puede depender de la diferencia en la
temporalidad de si vida media. Esta relacion no pudo ser establecida forma

significativa, sin embargo sentaria el precedente para otros estudios ( 23, 24).
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Ademas del papel de osteolisis de BMP,, antes mencionado, TNF-o también
tiene un papel importante en la activacion osteoclastica y produccion de
colagenasas. En nuestro estudio BMPy, y TNF-a. se relacionaron de forma
predominante con lisis de cadena osicular y del scutum, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura. Dichos hallazgos se presentaron de forma muy
aislada, por lo que realizar una correlacion para determinar una relacién entre
cada uno de ellos requeriria de  mayor muestra de pacientes. Para
investigaciones futuras seria importante estudiar éstos marcadores en piel sana
de CAE, ya que se ha establecido por parte de Schonemark, Tokuriki y Yan
(10,13, 15) diferencias significativas en la expresion de moléculas inflamatorias
de piel sana y colesteatoma. Sin embargo, la piel de nuestros pacientes por
proximidad al colesteatoma, no fue tejido cutaneo normal y seria importante
determinar si hay diferencias en la produccion de dichas moléculas entre el
colesteatoma, piel adyacente inflamada crénicamente y piel sana.

Al realizar el andlisis de la distribuciébn por componentes histolégicos (estroma,
endotelio y mononucleares, Tablas 4 y 5), observamos que la actividad
inmunogénica principal, tanto en piel como colesteatoma, radica en la region
estromal y en menor grado en endotelio y mononucleares. Sin embargo, al
carecer el colesteatoma, de tejido endotelial y por ende de la migracion de
células mononucleares, éste parece presentar menor inmunorreactividad en
comparacion con la piel. Esta dltima condicion, si se analizara de forma

independiente, podria mostrar resultados mas homogéneos entre ambos tejidos.
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10. CONCLUSION

En el presente estudio se observé una mayor produccién de citocinas
proinflamatorias y osteogénicas, asi como de antigeno de proliferacion celular en
células endoteliales, mononuclerares y fibroblastos en la dermis papilar de la piel
del CAE, comparado con la lesion colesteatomatosa propiamente dicha. La piel
adyacente a la lesion asi como las moléculas proinflamatorias producidas por la
misma podrian tener gran importancia para la perpetuacion de la enfermedad,
provocando migracion continua de células epiteliales y citocinas hacia la caja
timpénica, asi como estimulacion de osteoclastos que continden produciendo
destruccion 6sea a través de la formacion de nuevos vasos sanguineos
evidenciados por la proliferacion de las células endoteliales. Lo anterior podria
establecer al colesteatoma como un padecimiento no tanto local en oido medio,
sino loco-regional por su afeccion a otras regiones anatémicas adyacentes. Con
base en lo anterior, el establecer el papel que tiene la piel crénicamente
inflamada en dicha regién, podria dar origen a mayores investigaciones en las
gue se identifique la importancia de la participacion de este tejido en la
perpetuacion de la patologia. La temporalidad en la actividad inmunogénica del
colesteatoma, observada en la region suprabasal del mismo y dada por la vida
media de las citocinas producidas, seria otro punto de estudio para determinar
las variaciones en la actividad de la patologia.

La actividad inmunogénica principal, tanto en piel como colesteatoma, radica en
la regidon estromal y en menor grado en tejido endotelial y células

mononucleares. Al carecer el colesteatoma, de tejido endotelial y por ende de la
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migracion de células mononucleares, éste parece presentar menor
inmunorreactividad en comparacion con la piel, el analisis de estas condiciones
de forma independiente, podria mostrar resultados mas homogéneos entre

ambos tejidos.

Se requiere aumentar el tamafio de la muestra para poder establecer
correlaciones mas claras entre las concentraciones de los mediadores
inflamatorios estudiados y la destruccion Osea observada, asi como la

determinacién de estos mediadores en el mismo tejido 6seo afectado.
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12. ANEXOS

FIGURAS
HALLAZGOS OBSERVADOS
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Figura 1. Distribucién de hallazgos observados en pacientes con OMCC.
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Figura 2. Micrografias de una muestra representativa de un tejido colesteatomatoso. (A) Tejido tefiido
con la técnica de Herovici (100X). (B) Células inmunorreactivas al anticuerpo anti-BMP24 (200X). (C)
Células productoras de TNF-a (200X). (D) Células inmunorreactivas al anticuerpo anti-MMP-1 (200X). (E)
Células productoras de TGF-B1 (200X). (F) Células positivas para MMP-9 (200X). (G) Células en
proliferacién positivas al antigeno Ki-67 (200X). Las flechas sefialan a las células inmunorreactivas.
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(A)

Herovici

(3]
TGF-p1

Figura 3. Micrografias de una muestra representativa de la piel del tercio medio del CAE adyacente
al tejido colesteatomatoso. (A) Tejido tefiido con la técnica de Herovici (100X). (B) Células
inmunorreactivas al anticuerpo anti-BMP2. (200X). (C) Células productoras de TNF-o (200X). (D) Células
inmunorreactivas al anticuerpo anti-MMP-1 (200X). (E) Células productoras de TGF-f1 (200X). (F) Células
positivas para MMP-9 (200X). (G) Células en proliferacion positivas al antigeno Ki-67 (200X). Las flechas
sefialan a las células inmunorreactivas.
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Células Inmunorreactivas (%)

Marcadores Inflamatorios, Fibrogénicos, Proteoliticos y de Proliferacién

en el Colesteatoma y piel del CAE adyacente a la lesion.
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Figura 4. Porcentaje de células inmunorreactivas en tejido colesteatomatoso y piel del
tercio medio del CAE. Los resultados expresan el promedio + ES.
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TABLAS

INDICE DE SIGNIFICANCIA
CORRELACION ESTADISTICA (P)
LISIS DE 0.904 <0.001
SCUTUM
FISTULA 0.869 <0.001
LABERINTICA
DEHISCENCIA 0.69 < 0.001
DE TEGMEN
FACIAL 0.58 < 0.001
DEHISCENTE
AFECCION DE 0.5 0.018
CADENA

Tabla 1. indice de correlacion

frecuentes observados en el estudio.

tomografica y transoperatoria para los hallazgos

Numero de pacientes Porcentaje %

AFECCION DE 20 90.0%

CADENA

LISIS DE 15 68.2%

SCUTUM

FISTULA 3 13.6%
LABERINTICA

FACIAL 3 13.6%
DEHISCENTE
DEHISCENCIA 2 9.1%

DE TEGMEN

mas

Tabla 2. Porcentaje de hallazgos observados por estructura O0sea afectada en orden de

frecuencia.
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PIEL COLESTEATOMA

MEDIANA (INTERVALO) | MEDIANA (INTERVALO)
TNF-a 18 (6 — 66) 3 (0- 76)
TGF-B1 12 (0 — 43) 13 (0- 54)
BMP_ 13.5 (0 — 39) 2 (0- 13)
MMP-1 1.5 (0 - 28) 2 (0- 16)

MMP-9 29.5 (9 — 81) 225 (0- 83)

Ki-67 36 (10 — 73) 2 (0- 14)

Tabla 3. Marcadores Pro-inflamatorios, Fibrogénicos, Proteoliticos y de Proliferacion

determinados en
colesteatomatoso.

la piel del

CAE adyacente al

colesteatoma y en el tejido

ESTROMA ENDOTELIO MONONUCLEARES
TNF-a + - -
TGF-p1 +++ - -
BMP2/4 + - -
MMP-1 + - -
MMP-9 ++ ++ ++
Ki-67 + + -

Tabla 4. Correlacion histo-morfolégica de las citocinas proinflamatorias, fibrogénicas y
osteogénicas, de proteasas y del antigeno de proliferacién en el colesteatoma.
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ESTROMA ENDOTELIO MONONUCLEARES
TNF-o + +++ ++
TGF-p1 +++ + ++
BMPy4 +++ - -
MMP-1 + - -
MMP-9 +++ + +
Ki-67 ++ +++ -

Tabla 5. Correlacion histo-morfolégica de las citocinas proinflamatorias, fibrogénicas y

osteogénicas, de proteasas y del antigeno de proliferacién en la piel de CAE adyacente.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL INGRESO AL
PROTOCOLO DE ESTUDIO TITULADO “Relacion de la respuesta
inflamatoria local en la otitis media crdnica colesteatomatosa (OMCC) y
sus complicaciones en pacientes del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias.”

l. INTRODUCCION

Es importante que lea y comprenda la siguiente explicacion acerca de su
enfermedad y/o de su familiar, y la posibilidad de que sea incluido en el estudio
arriba mencionado, ésta describe claramente el propdsito, beneficios y riesgos
gue condiciona el ingreso al estudio.  También deber& entender que el hecho
de rechazar su participacion o de su familiar en el estudio no cambiard en
absoluto las decisiones médicas que se tomen con respecto al tratamiento de la
enfermedad.

[I. OBJETIVO

Yo (nombre de paciente o familiar) portador de Otitis Media Crénica
Colesteatomatosal con
direccion en
Voluntariamente acepto (nombre del paciente 0 familiar)

Participar en el estudio, cuyo propésito es demostrar, que la produccion
aumentada de mediadores de inflamacion esta relacionada con el grado de
destruccion 6sea en pacientes con OMC colesteatomatosa.

Consideramos que usted o familiar es un candidato para ingresar al estudio, ya
gue presenta las caracteristicas de tener el diagnostico Otitis Media Croénica
Colesteatomatosa.

lll. PROCEDIMIENTOS

Estoy informado de que con la finalidad de confirmar la relacion que tiene la
expresion de citosinas proinflamatorias en la OMC colesteatomatosa con el
grado de destruccion 6sea serd necesario realizarle el protocolo de estudio
estandarizado en el INER (que no conlleva a un riesgo adicional del ya
establecido) y consiste en un interrogatorio y exploracion fisica completa,
realizacion de estudios de imagen (TC de oido) y analisis histopatolégico y
mediante inmunohistoquimica. He sido informado que las muestras de biopsias
sean realizadas en los Departamentos de Anatomia patolégica e Inmunolégica
del INER, respectivamente, los cuales cuentan con personal entrenado y
calificado para realizar dichos procedimientos, ademas del material nuevo y
esterilizado para cumplir con todas las medidas de control de calidad.
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IV. BENEFICIOS

Estoy informado que al conocer la fisiopatologia de mi enfermedad desde el
punto de vista inmunoldgico, sera mas factible el comprender por que el grado
de destruccion 6sea y la presencia de complicaciones es tan variable.

V. RIESGO

Yo (o familiar) no seré (a) sometido a algun riesgo agregado a los
procedimientos diagnésticos y terapéuticos que se realizan a los pacientes que
tienen el diagndstico de OMC colesteatomatosa, tales como la realizaciéon de
mastoidectomia para erradicar el tejido colesteatomatoso.

VI. ALTERNATIVA DE RECHAZO

Si yo o mi familiar decidimos no participar en el estudio, el diagndstico, el
tratamiento y el seguimiento seran iguales que en otros pacientes tratados en
este Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

VIl. CONFIDENCIALIDAD

Entiendo que cualquier informacibn que se obtenga en este estudio sera
confidencial y que ni mi nombre o el de mi familiar seran mencionados en el
reporte del estudio.

VIIl. DISPONIBILIDAD DE LA INFORMACION

Se me ha informado que tendré disponibilidad en todo momento de la
informacion de

los resultados obtenidos en el analisis histopatolégico y de inmunohistoquimica
del tejido resecado durante la mastoidectomia.

IX.CESION DE DERECHOS

La decision de ingresar al estudio implica que las biopsias de colesteatoma,
guedan bajo la propiedad del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
y ademas implica que el instituto pueda realizar otras pruebas posteriormente
sin necesidad de que sea informado de ello.

X.DERECHO A DESERTAR

Soy libre de excluirme del estudio en cualquier momento. En el caso de que
tome esta decision, el tratamiento y seguimiento no cambiaran.

México, D.F., a de de 200__ .
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