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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Efeito do acido trans-retindico
na inibiciao de colesteatoma em
cobaias

Marcos Luiz Antunes ', Yotaka Fukuda *, Norma
de Oliveira Penido 3, Rimarcs Ferreira *

Resumo

O colesteatoma de orelha média atingia mais de 5
milhdes de pessoas até a década de 80. Virios modelos
animais ja foram utilizados para alternativas de tratamento
do colesteatoma sem sucesso. Objetivo: Estudar os efeitos
do acido trans-retindico, uso topico na orelha externa em
cobaias, na inibi¢ao da formacao do colesteatoma de orelha
média induzido pelo propilenoglicol. Estudo experimental
prospectivo. Material e Métodos: 25 cobaias foram subme-
tidas a aplicacao de propilenoglicol a 100% na bula timpa-
nica bilateralmente e uma solucao de 4cido trans-retinéico
foi aplicada topicamente (total de 5 aplicacoes) na orelha
externa, regido justa-timpanica, na orelha direita, enquanto
na orelha esquerda aplicou-se solugao fisiologica (orelha
controle). As cobaias foram sacrificadas apos 6 semanas do
procedimento inicial e os 0ssos temporais foram separados,
fixados e descalcificados, para andlise macroscopica e histo-
l6gica. Resultados: Os achados macroscopicos evidenciaram
a presenca e suspeita de colesteatoma em 25% das orelhas
direitas e 85% das orelhas esquerdas (P=0,0003*). Os achados
histologicos dos 40 ossos temporais evidenciaram a presen-
ca de colesteatoma em 30% das orelhas direitas e 75% das
orelhas esquerdas (P=0,0104*). Conclusao: O uso topico do
acido trans-retindico € efetivo na inibicao da formacao de
colesteatoma induzido pelo propilenoglicol em cobaias.

Effect of trans-retinoic acid in
the inhibition of cholesteatoma
in guinea pigs

Palavras-chave: cobaia, colesteatoma da orelha média,
prevenciao e controle, quimicamente induzido, quimioterapia.
Keywords: guinea pig, middle ear cholesteatoma, prevention

and control, chemically induced, chemoterapy.

Summary

M iddle ear cholesteatoma affected more than 5
million people until the 80°s. Many animal models were
used, unsuccessfully, to study an alternative therapy to
cholesteatoma. Aim: observe the effect of the trans-retinoic
acid in the inhibition of middle ear cholesteatomas induced by
propylene glycol. Study Design: Clinical and Experimental.
Methods: 25 guinea pigs were submitted to the application
of a 100% propylene glycol solution in their bulla bilaterally
and a solution of trans-retinoic acid was applied locally in
the external right ear, while in the left ear saline solution was
applied (control ear). The guinea pigs were slaughtered and
their temporal bones were prepared for macroscopic and
histological analysis. Results: The macroscopic findings had
evidenced the presence of cholesteatoma in 25% of the right
ears and 85% of the left ears (P=0.0003 *). The histological
study had evidenced the presence of cholesteatoma in 30% of
right ears and 75% of the left ears (P=0.0104*). Conclusion:
The local use of the trans-retinoic acid is effective in inhibiting
the induced formation of cholesteatomas in guinea pigs.
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INTRODUCAO

A otite média cronica colesteatomatosa atingia um
numero estimado de mais de 5 milhoes de pessoas no
mundo todo até a década de 80 do século XX'. Os coles-
teatomas tém uma caracteristica de migracao e invasio de
estruturas adjacentes, com erosio Ossea e conseqiente
destruicao de ossiculos da orelha média. Além disto, é
uma doenca que pode recidivar, muitas vezes obrigando
os pacientes a serem submetidos a vdrias intervencoes ci-
rargicas. Até o momento nao se conhece nenhum método
de tratamento eficaz para evitar a proliferacao, invasao ou
a recidiva dos colesteatomas.

Através da colocacao de uma mistura de talco
e fibrina na bula de cobaias, conseguiu-se a formacao
de colesteatoma tipico, originado das células basais de
epiderme da membrana timpanica, que migraram para o
interior da orelha média, o que corrobora a teoria da mi-
gracdo epitelial>. O propilenoglicol (PG) foi reconhecido
como causador de migracao epitelial e otite média cronica
colesteatomatosa em chinchilas nos Estados Unidos, onde
se usava uma solugo otica, o Cortisporina, que continha
10% de propilenoglicol’. Quanto maior a concentracio
de PG usado em preparagoes topicas, mais facilmente se
produz colesteatoma®® chegando a 100%, quando usado
na concentracao de 90%, em injecoes trans-timpanicas em
ratos. O 5-fluorouracil foi usado para inibir o crescimen-
to de colesteatoma em chinchilas, onde se provocou o
colesteatoma com propilenoglicol a 60%, com resultados
satisfatorios®. O acido hialurdnico foi usado na orelha
externa de chinchilas, para tentar inibir a formacao de co-
lesteatoma induzido pelo propilenoglicol, sem resultado’;
o mesmo ocorreu com o uso da ciclofosfamida, uso sis-
témico, em chinchilas®.

O dacido retindico parece ter efeito na queratini-
zacao da epiderme e na atividade glandular secretora.
A isotretinoina (andlogo sintético do retinol), foi usada,
via sistémica, sem resultados satisfatorios na inibicao do
colesteatoma’. O acido trans-retindico € usado topicamente
para tratar a acne vulgar. Seus efeitos incluem a diminuicao
da adesividade de células epiteliais e efetividade nas de-
sordens da queratinizacio da pele, inclusive na reparacao
da pele apds exposicio a fotoagentes ou outros agentes
externos. Através de estudo em colesteatoma de humanos,
retirados cirurgicamente, o dcido trans-retindico inibiu, “in
vitro”, a migracdo destes colesteatomas, quando em meio
de cultura para crescimento dos mesmos'’.

Levando-se em consideracao que o colesteatoma
¢ uma doenc¢a multifatorial que possui varias teorias em
relacao a sua etiopatogenia e que nao ha, até o momento,
nenhum tratamento eficaz na prevencio da migracio epi-
telial e conseqiiente formacao de colesteatoma na orelha
média, mais estudos experimentais devem ser realizados
para determinado fim. O objetivo do nosso trabalho &

estudar os efeitos do dcido trans-retindico, uso topico
na orelha externa e regido justa a membrana timpanica
em cobaias, na inibicio da formacio do colesteatoma de
orelha média induzido pelo propilenoglicol a 100%.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 25 guinea pigs de ambos os sexos,
com peso variando entre 400 a 600 gramas, com idade
entre 4 e 6 meses de vida, sem infeccao ou doencas pré-
vias. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Desen-
volvimento de Modelos Experimentais para Medicina e
Biologia. Seguiram-se as leis de proteciao aos animais, que
regem as normas para a pratica cientifica de vivisseccio
de animais e teve a aprovacio integral do Comité de Etica
em pesquisa da instituicao (Processo No 1199/02).

Os animais foram anestesiados com uma solucio
contendo cloridrato de ketamina (70mg/kg) e cloridrato
de xilazina (bmg/kg), por via intraperitoneal. O meato
acustico externo (MAE) foi inspecionado através de visiao
microscopica para visibilizacio da membrana timpanica
e remogao de cerume ou possiveis descamacoes da pele.
Os animais foram submetidos ao seguinte procedimento,
sob técnicas assépticas, nas duas orelhas:

1. Incisdao retro-auricular e identificacio da bula
mastoidea;

2. abertura da parte superior da bula com broca
cortante de 2mm;

3. aplicacao de 0,2 ml de propilenoglicol a 100%,
com o uso de uma agulha 25x7 e seringa de 1 ml;

4. sutura da pele com fio de Nylon 4-0;

5. inspecio final do MAE com o microscopio cirr-
gico, para visibilizagio da MT com presenga de liquido
retro-timpanico.

A orelha direita foi usada como grupo experimental
e a orelha esquerda como grupo controle. Logo apds o
procedimento cirtrgico, foi colocada uma solu¢io aquosa
de 4cido trans-retindico a 25 mmol/litro (0,225g em 20ml
de solucio), equivalente a 4200 unidades internacionais
(UD/ ml, na quantidade de 0,3 ml, aplicada topicamente
no MAE recobrindo totalmente a membrana timpanica da
orelha direita, com uma seringa de 1ml. Na orelha esquer-
da, do mesmo animal, foi aplicada uma solucio fisiologica
(NacCl a 0,9%), na quantidade de 0,3 ml topicamente, da
mesma maneira.

Ap6s 48 horas do procedimento cirdrgico, foi reali-
zada uma 2a aplicagao das solucoes topicas, ou seja, acido
trans-retindico a direita e solugio fisioldgica a esquerda
e a cada 48 horas, repetiu-se a aplicacao topica, até se
completar 5 aplicacoes das substincias. Os animais ficaram
contidos durante 2 minutos em cada aplicacao topica tanto
na orelha controle quanto na orelha estudo para que as
solucoes mantivessem maior contato com a membrana
timpanica e o MAE.

Os animais foram sacrificados ap6s 6 semanas do
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procedimento inicial, através de anestesia profunda com
cloridrato de ketamina (100mg/kg) e cloridrato de xilazina
(15mg/kg). Foi inspecionada a membrana timpanica e re-
tirados os osso temporais (Figura 1). Fez-se uma pequena
abertura na bula, quando nao se identificou o local de
abertura inicial, para a melhor fixacao do osso.

Figura 1. Osso Temporal direito - Observar a bula e 0 meato acustico
externo.

Cada osso temporal foi colocado em solucao de
formaldeido a 10% e mantido por 3 semanas para boa
fixacdo. ApOs a fixaclo, os ossos foram mantidos em so-
lucao de acido formico a 12,5% tamponado, para descal-
cificacao, por um periodo de 2 semanas. Os 0ssos foram
entdo seccionados em cortes transversais, em um plano
paralelo ao plano da membrana timpanica, de 3mm, ob-
tendo 2 pecas de igual tamanho para cada osso temporal,
que foram identificados como orelha direita e esquerda
e ainda, corte no 1 (mais lateral, que englobava a por¢ao

Figura 2. Osso Temporal apés descalcificagao e corte transversal - Ch
- Presenca de colesteatoma (definido macroscopicamente).

ossea do MAE e a membrana timpanica) e corte no 2 (mais
medial, que englobava a cavidade da orelha média e o
restante da bula). Os cortes entao foram analisados com o
auxilio de microscopio cirtrgico, com aumento de 16 vezes
(X) e 25 vezes, para identificar alteracdes na membrana
timpanica (MT) e na orelha média (OM). Definimos ma-
croscopicamente o colesteatoma como a presenca de um
tumor branco bem organizado na orelha média (Figura 2),
a suspeita de colesteatoma quando havia dreas dispersas
e suspeita do mesmo tumor e auséncia de colesteatoma,
quando estas alteracoes nao foram encontradas (Figura 3).

Figura 3. Osso Temporal apds descalcificacao e corte transversal
- MT: membrana timpéanica. Observar orelha média sem presenga de
colesteatoma macroscopicamente.

Cada corte lateral, que continha a MT e parte da OM, foi
processado para desidratacao e colocado em blocos de
parafina. Foram realizados, entdo, cortes transversais de
3mm, com micrétomo e selecionado 1 corte representati-
vo (interessando parte do MAE, a MT e parte da OM) de
cada bloco de parafina, e os mesmos foram colocados em
laminas, num total de 40 laminas e corados pela Hematoxi-
lina-Eosina (HE). Foi realizada analise histologica em todas
as laminas por patologista experiente, que desconhecia
qual era a orelha estudo e a controle.

A definicao histologica do colesteatoma foi a pre-
senca de um tumor consistindo de escamas de queratina,
anucleadas, sendo a camada cérnea, formada por epitélio
escamoso estratificado (Figuras 4 e 5).

Para analisar as alteracoes otoscopicas, com o auxi-
lio de microscopio cirtargico, em relacao a orelha, utiliza-
mos o teste de Fisher, com nivel de significincia de 5%.

Para analisar os achados macroscopicos nos 0ssos
temporais dos espécimes, apos realizacio de corte em
duas partes, utilizamos o teste de Fisher, com nivel de
significancia de 5%.

Para analisar os achados histologicos dos 0ssos
temporais direito e esquerdo das 20 cobaias, em relacio a
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Figura 4. Cistos de Colesteatoma em orelha média (aumento 100

X) - Notar a presenca das lamelas de queratina dentro da matriz do
colesteatoma.

presenca ou auséncia de colesteatoma, utilizamos o teste
de Fisher, com nivel de significincia de 5%.
)

RESULTADOS

Dentre os espécimes que iniciaram o protocolo, 20
animais chegaram ao final de 6 semanas ap6s a aplicacao
de propilenoglicol. Das 5 cobaias que nao completaram o
protocolo, 2 morreram nas primeiras 24hs, por possiveis
problemas anestésicos e as outras 3, morreram num peri-
odo de 3 semanas, por provavel complicacao de infeccio.
Os achados observados na otoscopia encontram-se na
Tabela 1.

Ap0s a andlise estatistica (Teste de Fisher) dos acha-

Yateiwma

Figura 5. Corte histolégico de Colesteatoma em orelha média (au-
mento 100X) - EE: Epitélio estratificado K: Presenca de lamelas de
queratina.

dos da Tabela 1, Nao obtivemos diferenca estatistica dos
achados em relacao a orelha direita e esquerda.

Os achados em relacdo a presenca de colesteatoma,
suspeita de colesteatoma, e a nio-evidéncia de colestea-
toma estio na Tabela 2 e 3.

Houve diferenca estatisticamente significante
(P=0,0003) entre os grupos quanto a distribui¢io de acha-
dos de “colesteatoma” e “suspeita de colesteatoma” em
relacio ao achado “sem evidéncia de colesteatoma”, entre
as orelhas direita (estudo) e esquerda (controle). O grupo
controle apresentou significativamente mais suspeita e/ou
achados de colesteatoma do que o grupo de estudo.

Ap6s a andlise histologica dos ossos temporais das
20 cobaias, dividimos os achados em dois principais gru-

Tabela 1. Achados otoscépicos das 20 cobaias, no final do experimento, de acordo com a orelha.

Orelhas
Achados Direita Esquerda Total
N % N % %
Opacidade da MT 7 22,59 10 34,48 17 28,33
Perfuracao da MT 4 12,90 3 10,34 11,67
Secrecao em MAE 5 16,13 2 6,90 11,67
Cerume 9 29,04 5 17,25 14 23,33
Pdélipo em MAE 0 0 1 3,44 1 1,67
Tumor branco retro-timpanico (colesteatoma ?) 0 0 4 13,79 4 6,66
Estenose de MAE 1 3,22 0 0 1 1,67
Hiperemia da MT 4 12,90 2 6,90 6 10,00
Retracao da MT 1 3,22 2 6,90 3 5,00
Total 31 100,00 29 100,00 60 100,00
Legenda: N = nimero
Teste de Fisher. NS: N&ao Significante.
—
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Tabela 2. Achados nos ossos temporais das 20 cobaias, com uso de microscopio cirdrgico, de acordo com a orelha.

Orelha
Achados Direita Esquerda Total
N % % N %
Sem evidéncia de colesteatoma 15 75,0 15,0 18 45,0
Suspeita de colesteatoma 2 10,0 10,0 4 10,0
Colesteatoma 3 15,0 15 75,0 18 45,0
Total 20 100,0 20 100,0 40 100,0

Legenda: N = nimero

Tabela 3. Achados nos ossos temporais das 20 cobaias, com uso de microscopio cirdrgico, de acordo com a orelha, apds agrupamento.

Orelha
Achados Direita Esquerda Total
N % N % N %

Sem evidéncia de colesteatoma 15 75,0 3 15,0 18 45,0

Suspeita de colesteatoma + Colesteatoma 5 25,0 17 85,0 22 55,0

Total 20 100,0 20 100,0 40 100,0
Legenda: N = nimero Teste: Fisher P= 0,0003 *
Tabela 4. Achados histolégicos nos ossos temporais das 20 cobaias, de acordo com a orelha.

Orelha
Achados Direita Esquerda Total
N % N % N %

Auséncia de colesteatoma 14 70,0 5 25,0 19 47,5

Presenca de colesteatoma 6 30,0 15 75,0 21 52,5

Total 20 100,0 20 100,0 40 100,0

Legenda: N = nimero Teste: Fisher P= 0,0104*

Figura 6. Corte histolégico de epitélio normal da orelha média (au-
mento 400X) - CE: epitélio cilindrico ciliado.

pos. Um grupo onde os critérios histolégicos da presenca
de colesteatoma foram identificados e outro grupo onde
nao foram identificados estes achados histologicos (Figura
6). Na Tabela 4, agrupamos os resultados histolégicos, em
presenca de colesteatoma e auséncia de colesteatoma, de
acordo com a orelha.

Ap6s a aplicacao do teste de Fisher, observamos
que a orelha direita apresentou significantemente menos
colesteatoma que a orelha esquerda (controle).

DISCUSSAO

Escolhemos a cobaia como modelo experimental,
pois a mesma possui caracteristicas da orelha média seme-
lhantes as do homem, além de possuir um meato acustico
externo de calibre favoravel a inspeciao e manipulacio,
como a aplicacao de substincias topicas, como no caso
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do nosso experimento. A bula é uma cavidade ampla e
sua parede lateral é formada pela membrana timpanica e
um processo mastéideo, nao-pneumatizado, enquanto a
parede medial contém a maioria das estruturas da orelha
média, como a cadeia ossicular, a coclea, a janela coclear
e a vestibular, além dos canais semicirculares!!. Através
do acesso pela bula, aplicamos o propilenoglicol, com
o intuito de causar um processo inflamatorio na orelha
média, sem manipular a membrana timpanica, no sentido
de analisar os efeitos do processo inflamatorio na MT, em
especial na migracao epitelial. Como pudemos observar
na Tabela 1, 7 orelhas apresentaram perfuracao da MT,
enquanto outras 17 apresentaram opacidade, 6 com hipe-
remia, 3 com retracao da MT e 4 com tumoracao branca
retro-timpanica (colesteatoma?). Portanto, em 40 orelhas,
apenas 3 mantiveram-se normais apos o experimento,
evidenciando que o processo inflamatorio causado pelo
propilenoglicol foi realmente intenso, na maioria.

A opacidade da MT e a presenca de cerume foram
os achados mais freqlientes, sendo que o cerume foi mais
evidente nas orelhas estudo (orelha direita), em relacio as
orelhas-controle. Isto pode ser explicado pela aplicagcao do
acido trans-retinbico, que na concentracao aplicada, parece
favorecer a formacio de cerume, observado logo apods a
ultima aplicacio topica da substancia, quando comparamos
com as orelhas que receberam solucao fisiolégica.

O propilenoglicol comecou a ser identificado como
fator irritante da orelha média e possivel indutor da forma-
cao de colesteatoma, a partir das observacoes do uso do
Cortisporin 6tico, uma solug¢ao que continha PG a 10,5%°
e a formacio de colesteatoma parece ser dose-dependente
em relacao ao PG*". No nosso estudo, utilizamos o PG na
concentracao de 100% no intuito de induzir a formac¢ao
do colesteatoma de orelha média em maior nimero pos-
sivel de animais, para realmente compararmos se o acido
trans-retinico, na concentracdo e via utilizadas, é efetivo
na inibicao da migracao epitelial, portanto na formacao
do colesteatoma.

Serd que o tempo desde a aplicacio e o sacrificio
dos animais € um fator importante para a formacao do
colesteatoma? Alguns trabalhos mostram que as alteracoes
histolégicas em grupos de animais sacrificados em inter-
valos diferentes variou em relacao a formacio de coleste-
atoma e que a partir da 3* semana ja ocorre a proliferacio
da camada basal epidérmica da membrana timpanica, com
crescimento papilar®? e na 6a semana o indice de coles-
teatoma induzido pelo PG a 90% chegou a 87,5%". E uma
Unica aplicacao de PG a 50% aplicado na bula de chinchilas
foi suficiente para evidenciar a formacao de colesteatoma
apos a 3* semana’. Portanto, o tempo desde a aplicacio da
substancia irritante da mucosa, até o sacrificio do animal,
¢ importante na formacao do colesteatoma e, a partir da 3*
semana ja foi observada a migracao epitelial e a formacao
de colesteatoma tipico, na maioria dos trabalhos. O tempo

para submeter os espécimes a andlise histologica varia de
autor e de técnica usada na induciao do colesteatoma e
escolhemos o periodo de 6 semanas para tal andlise, a
semelhanca de alguns autores, tempo suficiente para haver
a formacao do colesteatoma e, quando se aumenta este
tempo, aumenta a chance de morbimortalidade entre os
espécimes, por complicacdes do préprio colesteatoma ou
de processo infeccioso associado.

A patogénese do colesteatoma adquirido é baseada
principalmente na metaplasia ou na migracao. Esta, por
sua vez, pode ser dividida em trés categorias. A imigracao,
através de uma perfuracio de MT; a invaginacio, caracteri-
zada pela progressiva invaginacio da MT e o crescimento
papilar, onde a camada epidérmica da MT cresceria para o
interior da orelha média'®. Os achados foram semelhantes
aos de outros autores®!.

Na andlise das alteracdes observadas na MT das
40 orelhas (grupo controle e grupo estudo), encontramos
colesteatoma retro-timpanico visivel em 4 orelhas, sendo
que 2 apresentavam retrac2o. A perfuracao da MT ocorreu
em 7 orelhas. Portanto, pudemos observar a formacio
do colesteatoma em MT retraidas, intactas e com perfu-
racdo, que pode ser secunddria 2 necrose decorrente do
processo inflamatério pelo agente irritante da mucosa da
orelha média.

Os achados otoscopicos no final do experimento,
resumidos na Tabela 1 dos resultados, mostram que houve
um maior nimero de colesteatoma visivel (retro-timpani-
co), no grupo controle, apesar de nao ser estatisticamente
significante. O achado otoscopico de perfuracio da MT
no grupo controle, ocorreu em apenas 3 orelhas e a
retracio da MT, em 2 orelhas (Tabela 1). Comparando
com os achados macroscopicos, apés 0s cortes no 0Sso
temporal, observamos a presenca de colesteatoma em 17
orelhas. Portanto, a maioria dos colesteatomas se formou
independentemente de uma perfuracio da MT ou de uma
retracao da MT, mas quando a retracdo estava presente,
nas orelhas controle, o colesteatoma pode ser visualizado
mais facilmente pela otoscopia. O fato de que a maioria das
orelhas que apresentou colesteatoma, no grupo controle,
nao ter apresentado perfuracao da MT reforca a teoria da
migracao epitelial e acreditamos ser a proliferacao das
células basais da camada epidérmica da MT um fendmeno
iniciador na formacio do colesteatoma.

Em relagao a “terapia profildtica” do colesteatoma,
ou seja, a tentativa de inibir a sua formacio, varios tra-
balhos nao obtiveram sucesso®’. Ha varias explicacoes
possiveis para os achados destes autores, com o uso do
analogo da vitamina A. Uma € o fato do tratamento com
a isotretinoina ter sido prévio ao uso do fator irritante,
pois se fosse concomitante, talvez os achados fossem
diferentes. Outra observacao ¢ que a droga foi utilizada
por via sistémica, talvez se a mesma fosse administrada
topicamente pudesse ter uma a¢io mais efetiva na inibicao
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da migracio epitelial ou ainda, esta droga pode realmente
nao ter efeito na migracio na dose utilizada ou indepen-
dentemente da dose.

O uso de medicac¢ao topica na tentativa de inibir a
formacao de colesteatoma induzido pelo PG foi realiza-
do com dacido hiaurdnico’” em chinchilas e encontrou-se
colesteatoma em 70% das orelhas que receberam o acido
hialurénico e em 71% das orelhas que nao receberam
a substancia. O calcio extracelular parece ser um fator
importante tanto na migracio como na adesao de células
no colesteatoma. Quando se retira o célcio de meio de
cultura para crescimento e migracao de colesteatoma,
hda uma reduciao de 10 vezes no grau de migracio do
colesteatoma'. O calcio foi fundamental para a ligacao
entre célula e célula, no caso dos queratindcitos e célula
e substrato. Estes autores estudaram os efeitos do dcido
trans-retinéico in vitro, na inibi¢io da migracio do coles-
teatoma, obtendo amostras de colesteatomas humanos,
submetendo as mesmas ao mesmo meio de cultura para
crescimento das células. Uma inibicado médxima de 6 vezes
na migracio ocorreu com uma concentracao maior de 4ci-
do trans-retindico (5 mmol/litro). Parece que os principais
efeitos do dcido trans-retinéico na migracao do colestea-
toma sao a diminuicio da adesdo celular e alteracoes no
citoesqueleto, modificando também a concentracao do
calcio™. O dcido trans-retinéico € extensamente usado em
doencas dermatoldgicas pelos seus efeitos que incluem a
diminui¢ao da adesividade de células epiteliais e efetivi-
dade nas desordens da queratinizacao da pele, inclusive
na reparaciao da pele apds exposicao a fotoagentes ou
outros agentes externos e sua aplicacio topica ¢ usada
na acne vulgar, psoriase, entre outras.

Diante destas observacoes, a tentativa de inibir a
migracao epitelial com o acido trans-retindico nos pareceu
bastante pertinente, inclusive por nao haver estudos em
animais com a metodologia mais adequada para tentar
inibir tal migraco in vivo. Em outro estudo com a vitamina
A, usada topicamente, os autores induziram a formacio de
colesteatoma, através de ligadura do MAE e niao obtiveram
uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos
tratados com a vitamina A e com o Cortisporina (sem PG).
Apenas houve diferenca quando se comparou 0s grupos
tratados com o grupo controle, sendo que a formaciao de
colesteatoma no grupo tratado também nao foi pequena
(60%-65%)'°. Na metodologia do trabalho nio ficou claro
o nimero de aplicacdes das substiancias, pois nio ficou
bem entendido se o tratamento durou os 9 meses do ex-
perimento. Além disto, torna-se dificil a aplicacio de uma
substincia topica em uma cavidade fechada cirurgicamen-
te, pois ha a tendéncia da formacao de cerume e debris
epiteliais nesta cavidade, além do processo natural de
fibrose, o que pode ter influenciado na acao das substan-
cias utilizadas. Outro fator a ser lembrado € que o proprio
procedimento cirdrgico de ligadura do MAE pode alterar

o efeito das substancias testadas nas diversas camadas
epidérmicas do MAE, por alterar a sua anatomia e talvez
sua fisiologia, influenciando nos resultados descritos. Por
isto, achamos mais conveniente uma metodologia expe-
rimental que nao alterasse a anatomia da orelha externa,
mais especificamente do MAE, para nao interferirmos
no efeito local da substincia utilizada como inibidor da
formacao do colesteatoma. Com a metodologia aplicada,
obtivemos algumas orelhas com formacao de cerume em
moderada quantidade, principalmente na orelha estudo. E
as 3 orelhas que apresentaram colesteatoma neste grupo
tiveram a formacao de cerume, além de apresentarem
também secrecio e perfuracio da MT. Talvez isto tenha
influenciado na formac¢ao do colesteatoma, por diminuir a
ventilacao da orelha externa e diminuir o tempo de contato
do acido trans-retindico com a camada epitelial da MT,
possivelmente alterando a absor¢ao da substancia.

De acordo com os achados: suspeita de coleste-
atoma, colesteatoma e sem evidéncia de colesteatoma,
mostrados nas Tabelas 2 e 3 dos resultados, o grupo con-
trole apresentou um nimero significantemente maior de
colesteatoma e suspeita de colesteatoma. Quando confron-
tamos estes achados com a andlise histologica dos 0ssos
temporais das cobaias, pudemos observar que a defini¢ao
macroscopica do colesteatoma foi bem aplicada, pois todos
0s 0ssos temporais (n=18) que se enquadraram nesta defi-
nicao macroscopica, preencheram os critérios histologicos
de colesteatoma, ou seja, a presenca de epitélio escamoso
estratificado com escamas de queratina sobre o mesmo.
Alguns 0ssos, no entanto, que foram considerados macros-
copicamente como “sem evidéncia de colesteatoma”, no
estudo histologico preencheram os critérios histologicos
de colesteatoma. Na andlise macroscopica, o achado “sem
evidéncia de colesteatoma” ocorreu em 18 orelhas e destas,
3 foram identificadas histologicamente com a presenca de
colesteatoma na orelha média. Portanto, quando o achado
macroscopico de colesteatoma, pela definicio utilizada,
esteve presente, o estudo histologico confirmou sua pre-
senca em 100% dos casos, enquanto que nas orelhas que
apresentaram o achado macroscopico “sem evidéncia de
colesteatoma”, o colesteatoma foi encontrado em 16,7%
na andlise histologica, dai a importancia de confrontar
os achados macroscopicos com os achados histologicos.
Os restantes 83,3% das orelhas sem evidéncia macrosco-
pica de colesteatoma realmente nao o apresentaram nas
laminas. No grupo de orelhas que apresentou o achado
macroscopico “suspeita de colesteatoma” (n=4), nao hou-
ve a presenca do colesteatoma na andlise histologica. A
suspeita de colesteatoma nao foi confirmada e a presenca
de pequenas dreas esbranquicadas dispersas no osso tem-
poral, como assim foi definida macroscopicamente, pode
corresponder a alteracoes inflamatorias da orelha média
encontradas em algumas laminas.

Dos achados histologicos apresentados na Tabela 4
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dos resultados, pudemos verificar a presenca de coleste-
atoma em 30% das orelhas do grupo tratado com o acido
trans-retindico (6/20) e 75% das orelhas do grupo controle
(15/20). Quando aplicamos a analise estatistica (teste de
Fisher), obtivemos um P=0,0104, ou seja, a presenca de
colesteatoma no grupo de orelhas tratadas com o dcido
trans-retindico foi significantemente menor que no gru-
po de orelhas controle, portanto, o dcido trans-retindico
foi efetivo na inibicao da formacio do colesteatoma, no
modelo estudado.

Os nossos achados sao diferentes dos de outros
autores'® que utilizaram a vitamina A topicamente para
inibir a formac¢ao do colesteatoma. Acreditamos que esta
diferenca entre os achados ocorreu por virios motivos,
como a concentracao utilizada, a metodologia empregada,
como discutido anteriormente, e talvez ainda por diferen-
cas de efeitos farmacologicos entre os retindides.

A inibicao do colesteatoma que obtivemos com
o uso do 4acido trans-retinéico foi concordante com os
achados de inibi¢io in vitro, com a mesma droga, ob-
tida por em estudo prévio. Esse trabalho nos auxiliou
sobremaneira na escolha do acido trans-retindico para
tentar inibir a formacao do colesteatoma e achamos que
o método de aplicacio e a concentracao da droga foram
fatores primordiais para os nossos resultados. A presenca
de cerume e/ou secrecao em algumas orelhas tratadas
com o dcido trans-retindico pode ter alterado seu efeito
local, fato que explicaria a presenca de colesteatoma em
algumas orelhas tratadas.

Diante dessas consideracoes e dos resultados do
nosso trabalho, mais estudos devem ser realizados no in-
tuito de aplicar estes conhecimentos e outros que poderao
advir, como, por exemplo, os efeitos do acido trans-reti-
noico na estrutura celular dos queratindcitos, contribuindo
na aplicabilidade desta droga em humanos.

CONCLUSAO

Diante dos resultados do nosso trabalho, podemos
concluir que o uso tépico do dcido trans-retindico, aplica-
do no meato acustico externo e regido justa a membrana
timpanica, € efetivo na inibicio da formacio do coleste-
atoma de orelha média, induzido pelo propilenoglicol,
em cobaias.
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