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I) RESUMEN DE LA INVESTIGACION:

El revestimiento de la cavidad del oido medio normal es una extension y una
modificacién de la membrana epitelial respiratoria de la cavidad nasal y los senos
paranasales, la laringe, la faringe, la traquea, los bronquios, y los bronquiolos
terminales mas pequefios. El revestimiento epitelial de estas estructuras es
similar a los hallazgos cito-arquitecténicos del oido medio (Kawabata y Paparella,
1969) (1). Diversos estudios muestran que la cavidad del oido medio y la trompa
de Eustaquio se encuentran cubiertos de un epitelio respiratorio verdadero con
células ciliadas. El sistema mucociliar es uno de los sistemas de defensa mas
importantes en vias respiratorias altas, eliminando particulas inhaladas, incluyendo
polvo, gases irritantes, bacterias, virus y alergenos (2).

Existen diversos estudios en los que se han determinado los cambios cito
estructurales de la mucosa de oido medio y en rinofaringe en pacientes con otitis
media crénica, sin embargo, no se han comparado los cambios en pacientes con
otitis media crénica con relacién a su lugar de residencia ni a factores extrinsecos:
tabaquismo, ingesta de irritantes, aplicacion de medicamentos, ocupacion,
polinizacion.

En este trabajo de tipo observacional, prospectivo se describen las
caracteristicas del epitelio de oido medio en pacientes con otitis media secretora,

otitis media crénica y un grupo control.



1) INTRODUCCION

La otitis media se define como inflamacién del oido medio, sin referencia de
alguna etiologia o patogénesis especifica. En edad pediatrica es la segunda
enfermedad mas comun después de infecciones de vias respiratorias altas (2, 3).

En la patogenia de la enfermedad del oido medio se consideran diversos
factores, siendo el mas importante la disfuncion de la trompa de Eustaquio. Otros
factores contribuyentes son infeccién de la mucosa respiratoria, especialmente
oido medio, trompa de Eustaquio y nasofaringe; alergia y disfuncién ciliar,
anormalidad secundaria o primaria de la mucosa respiratoria; disfuncion de la
musculatura de la trompa de Eustaquio, asi como alteracion de mediadores
inmunolégicos (prostaglandinas, mediadores del acido araquidénico, Yy
leucotrienos) (3, 4).

Las células ciliadas en el oido medio cerca del orificio de la trompa de
Eustaquio y la cara inferior del oido medio disminuyen en forma gradual hacia el
antro mastoideo. Se puede asumir que la remocién de moco del oido medio es
dependiente de la actividad ciliar (5).

Los cilios miden generalmente 5.0 micras de longitud y 0.2 micras de
diametro, y cada célula tiene aproximadamente 250 cilios. En un corte transversal
los cilios estan constituidos por nueve dobletes r_nicro tubulares y dos microtubulos
centrales. Estos microtubulos se mantienen en su sitio en el axonema por tres
clases de conexiones que son: brazos de dineina, enlaces de nexina y enlaces
con disposicién radial. Los brazos de dineina forman puentes cruzados pasajeros

entre filamentos ciliares adyacentes y se considera que son la causa de la



generacién de movimientos de los cilios. Los brazos de dineina, son estructuras

proteicas que tienen actividad de adenosin-trifosfato (6, 7, 8) (figuras 1y 2).

Figura 1.- Representacién ultraestructural y esquematica de los cilios en mucosa de oido medio.



RAYOS

ENLACES DE NEXINA
DINEINA

Figura 2.- Diagrama de un corte transversal de un cilio. Jahrsdoerfer, The Laryngoscope 89:
770, 1979.

La adecuada funcién ciliar en el oido es esencial para la limpieza muco ciliar
hacia el tracto respiratorio. El término discinesia ciliar primaria se define como un

trastorno congénito de la mayoria de los cilios respiratorios, con una prevalencia



de 1:12,500 a 1:22,000 con un patrén de transmision hereditaria autosémico
recesivo asociado con defectos ultra estructurales y resultando en inmovilidad o
movilidad anormal, con o sin situs inversus (Sindrome de Kartagener) en un 50%.
Los cilios casi siempre tienen defectos ultra estructurales, tales como deficiencias
en los brazos internos y externos de dineinas. Los brazos de dineinas contienen
adenosin trifosfatasa, sustituyendo la energia por desplazamiento de los pares
periféricos de microtubulos en los cilios donde se forman las conexiones
temporales de éstos. Como resultado, el patrén de movimiento de los cilios es
incoordinado e inadecuado. La mayoria de los pacientes sufren de infecciones
recurrentes crénicas de sistema respiratorio bajo y alto desde los primeros dias de

sus vidas (6, 7, 8, 9).



lll) ANTECEDENTES

Sadé en 1967 fue el primero en reconocer el sistema muco ciliar en el oido
humano como una entidad funcional cuando observé que al colocar pequerias
particulas en la mucosa del oido medio a través de una perforacion de la
membrana timpénica llegaban a la trompa de Eustaquio (2, 4, 5, 10, 11, 12, 18).
La cavidad del oido medio en el humano se encuentra cubierto en su mitad antero
inferior por epitelio ciliado, el cual se extiende de la trompa de Eustaquio al
hipotimpano, promontorio y epitimpano anterior (Lim y Hussl, 1969) (5, 13). Se ha
demostrado que este epitelio es morfolégicamente similar al resto del tracto
respiratorio (Kawabata y Paparella, 1969) (14).

Shimada y Lim en 1972 (3, 5, 12) mostraron 3 tipos de células ciliadas en
hipotimpano, promontorio a partir de la trompa de Eustaquio. La microscopia
electrénica demostrd 3 tipos de células en estos pacientes: células ciliadas, no
ciliadas y secretoras. Las células secretoras existen en 2 tipos: Células
caliciformes e intermedias.

En 1977 Eliasson (15) demostré que los brazos de dineina se encuentran
orientados en forma irregular en pacientes con discinesia ciliar. En el mismo ario,
Katz describio alteraciones en el patrén micro tubular, cilios fusionados y mayor
cantidad de microtubulos y propuso el término de sindrome de cilios anormales.

Rossman en 1980 (16), estudio la motilidad ciliar, describiendo el movimiento

anormal en los cilios (figura 3).



MOVIMIENTOS CILIARES

Figura 3.- Grafica de movimientos filiares en un paciente normal (A) y Sindrome de Kartagener (B y
C). Rossman, C, RT. Lancet, 1:1360, 1980.

El sindrome de cilios inmdviles se divide de acuerdo a sus caracteristicas ultra
estructurales en 3 tipos: a) Discinesia ciliar tipo |: defectos de dineina, b)
Discinesia ciliar tipo II: por defectos en la disposicion radial de las estructuras

ciliares ; y c) Discinesia ciliar tipo lll: transposicion de los microtubulos externos.

Agius y Cols. en 1994 reportaron en su estudio que pacientes expuestos a
tabaquismo no mostraron diferencias estructurales significativas con relacién a
pacientes no expuestos, pero si una disminucién significativa en la frecuencia de

batido ciliar observado en biopsias de mucosa de oido medio (5).



IV) JUSTIFICACION

El estudio histopatolégico del hueso temporal, caracterizado por la
observacion mediante microscopia de luz en especimenes seccionados en forma
seriada, se ha llevado a cabo durante mas de 100 afios y ha sido fundamental en
el estudio y conocimiento de enfermedades del hueso temporal. Las primeras
colecciones de hueso temporal se obtuvieron en Alemania por Manasse y
Wittmaak y en Suiza por Nager. Posteriormente se describe que el oido medio se
encuentra cubierto por una mucosa con epitelio anatémica y fisiolégicamente de
tipo respiratorio comunicado a via respiratoria alta mediante la trompa de
Eustaquio, por lo que existe una interaccién estrecha entre el adecuado
funcionamiento de ésta y la fisiopatologia de los padecimientos infecciosos del
oido.

Existe muy poca informacién en la literatura sobre las caracteristicas
histopatologicas que tienen los cilios del oido mediante microscopia electronica,
por lo que su estudio se fundamenta en la importancia de conocer los cambios
ultra estructurales que se presentan en relacién a la fisiopatologia de los

padecimientos infecciosos otolégicos en estos pacientes.



V) OBJETIVOS

A) OBJETIVO PRIMARIO: Determinar la presencia de discinesia ciliar en
pacientes con otitis media cronica.
B) OBJET/O SECUNDARIO: Determinar diversos grados de discinesia ciliar

en grupos de poblacién, de acuerdo a lugar de residencia y factores extrinsecos.

Vi) HIPOTESIS

A) La discinesia ciliar se encuentra presente en pacientes con otitis media
crénica.

B) La discinesia ciliar es mayor en pacientes que residen en la ciudad de
México que en pacientes originarios de provincia.

C) La presencia de factores extrinsecos predisponen a mayor severidad en

discinesia ciliar.



VIl) METODOLOGIA

Se realizd el estudio en 23 pacientes adultos, los cuales se dividieron en 3
grupos: grupo | (n=6): pacientes con otitis media secretora; grupo Il (n=12)
pacientes con otitis media crénica y Grupo Il (n=5) grupo control, pacientes sin
antecedente de otitis media secretora ni cronica.

A) Criterios de inclusion: En el grupo | se incluyeron pacientes adultos con
antecedente minimo de 6 meses con otitis media secretora, en el grupo Il
se incluyeron pacientes con antecedente de otitis media crénica durante un
tiempo minimo de 6 meses. El grupo Il se incluyé pacientes sin
antecedente de otitis media durante el transcurso de su vida, y con
padecimiento auditivo que requiere exploracion quirirgica de- oido
(otosclerosis).

B) Criterios de exclusion: En los grupos | y |l fueron excluidos pacientes con
otitis media con un tiempo de evolucién menor a 6 meses; y en el grupo Il
se excluydé cualquier paciente con antecedente de otitis media aguda o
cronica.

C) Criterios de eliminacién: Se elimind cualquier paciente con dificultad en

determinar los criterios de inclusidn o exclusion por historia clinica incierta.

A todos los pacientes se les realizé una historia clinica completa y se les
realizaron los estudios radiolégicos y paraclinicos necesarios para determinar el
origen y clasificar su padecimiento (tomografia computada de oidos, audiometria,

logoaudiometria, timpanogramas y reflejos estapediales). En todos los casos se
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obtuvieron cartas de consentimiento informado del procedimiento otoldgico por el
que se programé la cirugia y se les informd de la toma de biopsias durante el
mismo para la realizacion del estudio. Previo protocolo de sala, monitorizacion
cardiaca y preparaciéon anestésica en oido, se realizé un colgajo timpanomeatal,
se explord caja timpanica y se tomaron dos biopsias de mucosa de promontorio y
mesotimpano anterior, la cuales fueron incluidas en glutaraldehido para
microscopia electrénica.

En una hoja de obtencién de datos se registré sexo, edad, antecedente de
tabaquismo, alergias, IVRS, asi como la prevalencia de alguna enfermedad
sistémica (HAS, DM, alteracion inmunolégica). Se realizé una correlacién clinica
con los hallazgos ultra estructurales ciliares en microscopia de las muestras
obtenidas.

Para el estudio ultraestructural mediante microscopia electrénica las muestras
de tejido se sometieron al siguiente proceso:

1.- FIJACION

La fijacién debe conservar la estructura fina de las células (ultra estructura) y
alterar lo menos posible su composicion. La conservacion de la ultra estructura de
la muestra exige que la fijacion sea muy rapida para evitar alteraciones
secundarias a la anoxia y a la accién de enzimas hidroliticas enddgenas. La
fijacion se hace con glutaraldehido al 2.5%, diluido en solucién acuosa
amortiguadora isoténica ajustada a un ph 7.3.

2.- POSTFIJACION
Al terminar la fijacién (una hora), se retira el aldehido lavando la muestra dos

veces con el amortiguador y se procede a post-fijarlo con tetra-6xido de osmio, el
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cual le proporciona mayor estabilidad a la preparacion; las membranas se vuelven
mas permeables, lo que impide los dafos por cambios osméticos durante los
tratamientos subsecuentes.
3.- DESHIDRATACION

Para mejorar la vision de los tejidos en la columna éptica microscépica se
debe deshidratar la muestra, con liquidos que se mezclan con el agua celular y al
aumentar su concentracién la desplazan, hasta substituirla totalmente. Se emplea
el etanol o acetona, a diferentes concentraciones.
4.- INCLUSION

Consiste en impregnar la muestra con el monémero de alguna sustancia
plastica que pueda polimerizarse en condiciones compatibles con la conservacion
de las estructuras finas de las células y adquiera la dureza necesaria para
seccionarse menores de 0.15 Mm de espesor. Las substancias mas utilizadas son
las epoxicas y las acrilicas. Todas las resinas epodxicas utilizadas en la actualidad
son hidrofébicas y todas las acrilicas son hidrosolubles. Las resinas epoxicas se
mezclan con la acetona pero no son muy solubles en etanol, asi, cuando se
deshidrata la muestra con alcohol, éste debe ser substituido por una sustancia de
bajo punto de ebullicidon que sea solvente en la resina. Estas substancias reciben
el nombre de intermediarios y el mas empleado es el 6xido de propileno, que es
miscible en todas proporciones con la resina y tiene bajo punto de ebullicién. Esto
permite que una vez que desplazo al etanol, favorezca la penetracion de la resina
epoxica y luego se evapore para no impedir la polimerizacion de la misma.

Cuando se deshidrata con acetona se puede pasar el tejido en acetona

absoluta (sin agua) a mezclas de acetona y resina epdxica. La resina epdxica no
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se emplea pura para embeber los materiales biolégicos, se mezcla con otras
substancias: una que mejora sus propiedades al corte, el plastificador; otra que
cataliza la polimerizacion, el acelerador; asi como una sustancia endurecedora. A
este conjunto se le llama mezcla de inclusién o polimerizacién. Para asegurar la
buena penetracion de estas substancias en el interior del tejido, se desplaza el
intermediario con concentraciones crecientes de la mezcla de inclusion, hasta
llegar a suprimir el solvente. Una vez que el resto del intermediario se evaporo, se
coloca la muestra en una mezcla fresca de inclusion y se coloca en un molde para
llevar a cabo la polimerizacion. Estas mezclas se calientan a 60° C durante 24
horas, se transforma en un sélido, que tiene la consistencia adecuada para ser
cortado.
5.- CORTE

La parte anterior del bloque se prepara para cortarse, tallando en su
extremidad una piramide o meseta, de manera que la cuchilla corte el material
bioldgico incluido y no grandes regiones de medio de inclusién vacio. La cara
anterior de dicha piramide o meseta es la llamada cara de corte. Los instrumentos
que permiten realizar cortes de espesores entre 30 nm hasta 1 Mm, los cuales son
colocados en un portaobjetos, y son tefiidos con azul de toluidina, este corte es
con el fin de seleccionar el material que queremos observar al microscopio
electrénico de transmisiéon. Posteriormente se realizan cortes ultra finos con un
diametro de 60-80 nm, éstos se colocan en rejillas de cobre para uso de rutina,

pero también existen de niquel y oro los cuales se utilizan en otro tipo de técnicas.
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6.- CONTRASTE

Los compuestos quimicos con elementos de elevado ndmero anatémico mas
utilizados son sales con poca capacidad de ionizarse como el acetato de uranilo y
el citrato de plomo. Estos compuestos se unen a las proteinas y a los acidos
nucleicos de las células, aun cuando estén incluidas en resinas epdxicas,
poliestéricas o acrilicas, por lo que se emplean colocando rejillas con los cortes
en contacto con la solucion de la sal.

Por ultimo se procede a la observacién.

14



VIIl) RESULTADOS

Se estudiaron las biopsias de 23 pacientes obtenidas en el servicio de
Neurotologia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia desde junio del
2002 a noviembre de 2003. No fueron incluidos en este estudio las muestras de 2
pacientes por escaso volumen de tejido obtenido.

La distribucién por sexo fue 12 de sexo femenino y 11 masculino, la
distribucion de edad vari6 de 19-65 afos (X=39 afios). 9 pacientes eran
originarios de México DF y 14 pacientes del interior de la republica (cuadro ). 8
pacientes presentaron antecedente de tabaquismo, 15 pacientes lo negaron
(cuadro Il). Ningun paciente tenia otro antecedente degenerativo 0 metabdlico de
importancia.

En el grupo | se identificé epitelio ciliado en 4 pacientes, en el grupo Il se
identifico epitelio ciliado en 6 pacientes, y en el grupo control se encontré este
epitelio en los 5 pacientes (cuadro lll). En el grupo Il se identificé metaplasia
escamosa ( epitelio plano estratificado queratinizado) en 6 pacientes.

En el grupo control se identifico la estructura ciliar constituida por 9 pares de
microtibulos periféricos, un par de microtibulos centrales, estructuras radiales y
brazos de dineina, todos delimitados por la membrana ciliar y considerados como

normales (figura 4)



CUADRO 1: Lugar de residencia

| México DF
@ Interior de la Republica |

16
| 14 |

|12
| [OTABAQUISMO +
B TABAQUISMO - |

o N A O o
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CUADRO liI: Epitelio ciliado

17

mGRUPO Il |

D GRUPO III!

'OGRUPO | |



Figura 4.- Ultraestructura de corte transversal en cilios de mucosa de oido medio (X 66,000)
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En el grupo |, los cortes transversales mostraron arreglo inusual de la
estructura interna ciliar : en uno de los casos disposicion de microtibulos

normales, sin embargo, con vacuolas en algunos axonemas (figura 5).

Figura 5.- Corte transversal de cilios. Se observan vacuolas en el axonema en uno de ellos
(X 66,000)
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En otro caso, se identificaron seis pares de complejos axiales filamentosos
envueltos por una membrana ciliar comun, como resultado de la fusién ciliar y en

forma aislada desorganizacién del par central (figura 6).

Figura 6.- Obsérvese complejo de pares filamentosos con membrana ciliar coman (= )
y disposicién irregular de los microtibulos centrales (= ) (X 66,000).

20



En ofro espécimen, se identificaron dos pares de complejos axiales

filamentosos, de igual manera con una membrana ciliar comun (figura 7).

Figura 7.- Complejos de 2 pares filamentosos (X 66,000)

En el grupo Il se identificé un caso con ausencia de microtubulos centrales
(figura 8) y otra muestra evidencié una organizaciéon interna irregular del

axonema, con evidente incremento en el tamano (megacilio) (figura 9).
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A
Figura 8.- Cilios con ausencia de microtibulos centrales () y un complejo de pares filamentosos
(=) (X 66,000).
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Figura 9.- Nétese los marcados cambios de organizacién interna: megacilios (% ) y ausencia
parcial de microtdbulos periféricos (= ) (X 66,000).
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No se encontré diferencia significativa de discinesia ciliar entre pacientes
residentes de México DF y de provincia. Tampoco el antecedente del tabaquismo
fue significativo. Se encontré metaplasia escamosa del epitelio ciliado en las
muestras de los pacientes con otitis media crénica en un 50% de los casos.

La discinesia ciliar encontrada en nuestro estudio corresponde al tipo il

(cuadro IV).

CUADRO IV: Discinesia ciliar lll

@ GRUPO |
m GRUPO I |
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IX) DISCUSION

El transporte mucociliar es un mecanismo primario de defensa de las vias
respiratorias. Con el advenimiento de la microscopia electronica, las
anormalidades ciliares han podido identificarse, analizandolas vy
correlacionandolas con diversas manifestaciones clinicas. El sindrome de
Kartagener (28, 29) constituyd el modelo inicial de una gama de enfermedades
manifestadas por la falta de motilidad de los cilios de la mucosa respiratoria,
conocidas como sindrome de cilios inméviles y sus diferentes tipos de discinesias.

Jahrsdoerfer (27) demostro la importancia del estudio de la ultraestructura ciliar
en pacientes con sinusitis, bronquiectasias y otitis media con o sin situs inverso y
fue el primero en llamar la atencién sobre la asociacion de alteraciones de los
cilios y su relacién con la otitis media. Considerando estos antecedentes, se
asume que la disfuncién de la movilidad ciliar en el oido medio predispone a
infecciones, tal como sucede en los senos paranasales y los bronquios. EI mismo
autor sefiala que en su grupo de pacientes encontré alteraciones en los brazos de
dineina y alteracion en la orientacién y nimero de los microtiblos centrales. Este
hallazgo se presenté en una muestra del grupo Il, con ausencia de microtibulos
centrales; y en un paciente del grupo | se describe disposicion anormal de los
mismos.

Ernston, Afzelius y Mossberg (s) presentaron 6 casos con manifestaciones
otolégicas del sindrome de cilios inmdviles, con particular atencién en alteraciones
estructurales ciliares en la etiologia de la otitis media serosa. Las principales

alteraciones encontradas por los autores, fue similar a la serie de Jahrsdoerfer
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consistente en brazos de dineina irregularmente orientados, hecho que no
observamos en ninguno de nuestros pacientes. Otro hallazgo fue el de complejos
axiales filamentosos con una membrana ciliar comun, resultado de fusion ciliar, lo
cual se corroboré por nosotros en 2 pacientes del grupo |.

De acuerdo a los resultados del trabajo de Agius y colaboradoreé, en nuestro
estudio tampoco se demostrd diferencia significativa entre las caracteristicas
histolégicas de los cilios entre pacientes con y sin tabaquismo ).

En nuestra serie se desconocen los aspectos genéticos, aunque los trabajos
de Afzelius y Kollberg (17) sefialan una alta incidencia familiar.

El conocimiento de la motilidad ciliar, con base a la ultraestructura , puede ser
un indicador del buen funcionamiento tanto del oido medio como tubario, y
constituye un tema de gran interés en la etéologia y aspectos patogénicos de la
otitis media secretora o cronica. Consideramos que las perspectivas para el
estudio de estas entidades son prometedoras de un mejor entendimiento para las
mismas y es necesario el interés y la continuidad por parte de los profesionistas en

ciencias otorrinolaringolégicas.
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X) CONCLUSIONES

e Existe discinesia ciliar tipo lll en pacientes con otitis media secretora y
crénica.

« No existe en nuestro estudio diferencia significativa en la ultraestructura
ciliar entre los pacientes de acuerdo a su lugar de residencia ni al
tabaquismo.

e Es evidente la prevalencia de metaplasia del epitelio ciliado en pacientes
con otitis media crénica

¢ Este trabajo constituye el inicio de una linea de investigacién en el estudio
de la estructura ciliar en correlacién a padecimientos otoldgicos que debera

complementarse con el desarrollo de nuevos trabajos de investigacién.
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